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Neue Untersuchungen
iiber die Bedingungen der kiinstlichen Symbiose
Mucor Ramannianus-Rhodotorula rubra.
Von Heinrich Utiger.
(Aus defn Botanischen Institut der Uni;’ersitéit Bern.)

Eingegangen am 2.Juni 1942.
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I. Einleitung und Fragestellung.

Der Begriff der Symbiose, so wie ihn de Bar y 1879 zum ersten-
mal verwendete, verlangt in seiner strengen Fassung, dass die beiden
Partner, die in einem symbiontischen Verhiiltnis zueinander stehen, sich
gegenseitig niitzlich sind.

Es gibt natiirliche und kiinstliche Symbiosen. Natiirliche Symbiosen
sind in der Natur hiufig anzutreffen, wihrend die kiinstlichen im Labo-
ratorium entstehen. Ihr Zweck ist, weitere Aufschliisse iiber physiolo-
gische Vorginge in organischen Systemen zu erhalten. Mit der Erfor-
schung der Wuchsstoffe wurde auch das Symbioseproblem von dieser
Seite her untersucht und es wurden kiinstliche Symbiosen erzeugt.

Schopfer (1) hatte schon 1931 die Beobachtung gemacht, dass
die Zygotenbildung bei Phycomyces Blakesleeanus durch eine, in der
Maltose Kahlbaum enthaltenen Verunreinigung gefordert wurde. Ferner
stellte er fest, dass ein Bierhefeauszug und eine Anreicherung des Vita-
mins B, aus diesem Extrakt ebenfalls starke Zygotenbildung hervorrief.
Schopfer vermutete, dass diese Zygotenforderung durch eine Sub-
stanz, vitaminischer Natur ausgelost wird, die der heutigen Vitamin-B-
Gruppe angehoéren kinnte.

R. Williams und seine Mitarbeiter, sowie Andersa g und
Westphal und Todd und Bergel fiihrten 1937 die Aneurin-
synthese durch. Dies war fiir die Mikrobiologie von ausschlaggebender
Bedeutung, konnte doch von diesem Momente an dieses synthetisch her-
gestellte Vitamin fiir mikrobiologische Versuche herangezogen werden.

Die Festlegung der genauen Aneurinformel war Windaus und
seinen Mitarbeitern schon im Jahre 1933 gelungen. Weitere Aufschliisse
betreffs der Struktur des Vitamins B, brachte 1935 R. Williams.
Durch die Sulfitspaltung des reinen Aneurins erhielten Williams
und seine Mitarbeiter zwei Spaltstiicke : '

CyoH gON,SCly -+ HyS0, = CgHaONS —+ CgHyO,N,S -+ 2HCL
(a) (b)
Aus dem Spaltstiick a identifizierten Buchman, Williams

und Keresztesy ein Thiazol. Die Analyse des b-Anteiles ergab ein
Pyrimidin (Cline, Williams, Ruehle und Waterman).
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Das ganze Aneurinmolekiil besteht demnach aus zwei Komponenten Das
4-Methyl-5-f-hydroxyaethyl-thiazol und das 2- Methyl 4-amino-5-amino-
methyl-pyrimidin. Diese Spaltprodukte sowie eine Anzahl von Substi-
tuenten sind ebenfalls synthetisch hergestellt worden.

Werden Sporen von Phycomyces Blakesleeanus in eine synthetische
Nihrlosung gebracht, so ergibt sich keinerlei Wachstum. Fiigt man aber
reines Vitamin hinzu, so setzt alsbald ein intensives Wachstum ein
(Schopfer 2,3 [1934]). Dieses Vitamin ist also ein unentbehrlicher
Wachstumsfaktor fiir genannten Pilz.

Sind in der Nihrlosung an Stelle des ganzen Aneurinmolekiils
dessen beide Komponenten, Pyrimidin und Thiazol, vorhanden, so kann
bei gewissen Organismen die gleiche Wirkung hervorgerufen werden
wie mit Aneurin. Dies zeigte Knight mit Staphylococcus aureus
(1937). Dieselbe Tatsache wurde auch fiir Phycomyces Bl. durch
Schopfer und Jung und von Robbins und Kavanagh
(1937) bestiitigt. Ebenfalls gleich reagieren Ustilago violacea (Schop-
fer und Blumer, 1938) und andere Organismen.

Fehlt hingegen die eine oder die andere Komponente, so gelangen
genannte Organismen zu keinem Wachstum mehr. Es gibt jedoch
wiederum andere, wie die Hefe Rhodotorula rubra, die sich gut ent-
wickelt, wenn nur Pyrimidin allein in der Nihrlosung vorhanden ist
(Schopfer [5] 1937), oder aber Mucor Ramannianus, der nur eines
Zusatzes von Thiazol bedarf (Miiller und Schopfer, 1937)
Miller, 1, 8. '

Rhodotorula rubra und Mucor Ramannienus sind partiell auxo-
autotroph, das will sagen, dass jeder dieser beiden Organismen die ihm
fehlende Komponente, die zur Aneurinsynthese notwendig ist, zu syn-
thetisieren vermag. Der Nachweis, dass dem tatsdchlich so ist, wurde
tiir Rhodotorula rubra von Schopfer (1989, 4) und fiir Mucor Ra-
mannianus von Miiller (2) erbracht. Eine weitere Bestiitigung obiger
Untersuchungen gelang durch die kiinstliche Symbiose der beiden Pilze
(Miiller und Schopfer, 1937). Werden nimlich die beiden Pilze
Rhodotorula rubra und Mucor Ramannianus zusammen in wirkstofffreier
Nihrlosung kultiviert, so gelangen beide Symbionten zu betréchtlichem
Wachstum, was beweist, dass Pyrimidin von Mucor Ramannianus und
Thiazol von der Rhodotorule rubra synthetisiert werden, ansonst iiber-
haupt keine Entwicklung gelange Schematisch kann dies in folgender
Weise gezeigt werden :

Rhodotorula | rubra _ Mucor Ramannianus

synthetisiert Thiazol > erhilt Thiazol
erhilt Pyrimidin < synthetisiert Pyrimidin

Ausser dieser kiinstlichen Symbiose Rhodotorula rubra-Mucor Ra-
mannianus, die Gegenstand niherer Untersuchungen ist, gibt es die-
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jenige von K6gl und Fries zwischen Nematospora gossypii, die
Biotin verlangt, aber imstande ist, Aneurin zu synthetisieren, und Poly-
porus adustus, welcher hingegen Biotin synthetisiert, aber auf Aneurin
angewiesen ist. _ '

Rivers beobachtete, dass Hemophilus canis den Faktor X (Hi-
matin) verlangt, jedoch den Faktor V (Cozymase) zu synthetisieren
vermag. Umgekehrt synthetisiert Hemophilus parainfluenza den Faktor
X selbst und ist auf den Faktor V angewiesen. Beide Organismen zu-
sammen kultiviert ergeben ein ausgezeichnetes Wachstum, ohne Zugabe
von Wachstumsfaktoren.

Um die Verhiltnisse der natiirlichen Symbiose erforschen zu kon-
nen, versucht man die beiden Partner zu trennen und sie getrennt zu
kultivieren.

Die kiinstliche Symbiose versucht gerade das Gegenteil, nimlich
zwel Organismen zusammenzubringen, damit sie unter speziellen Kultur-
bedingungen in Symbiose leben konnen.

Somit prézisiert sich die Problemstellung fiir die kiinstliche Sym-
biose Rhodotorula rubra-Mucor Ramannianus, indem spezifische Bedin-
gungen ausfindig gemacht werden sollen, die nur fiir die beiden Pilze
in Symbiose Giiltigkeit besitzen.

II. Technik und Morphologie der kiinstlichen Symbiose
Rhodotorula rubra - Mucor Ramannianus.

A. Technik der Symbioseziichtung.

Rhodotorula rubre (Stamm aus Baarn) und Mucor Ramannianus -
Moll. werden auf Agar-Agar-Nidhrboden kultiviert. Von diesen Stamm-
kulturen werden schwache Suspensionen in sterilem ag. dest. mit der
Hefe Rhodotorula rubra, sowie mit Sporen des Mucor Ramannianus
hergestellt. Von diesen homogenen Suspensionen werden je gleichviele
Tropfen mit einer sterilen Glaspipette entnommen und in eine wuchs-
stofffreie Nihrlosung gebracht.

Um die erhaltenen Resultate zwischen Rhodotorula rubra und
Mucor Ramannianus einerseits, und ihrem Wachstum anderseits mit-
einander vergleichen zu konnen, sollte nur ein einheitliches Mass ver-
wendet werden. Dies ging aber technisch nicht gut. Die Entwicklung
der Hefe wurde so bestimmt, indem die Lichtabsorption mit dem licht-
clektrischen Kalorimeter nach Dr. B. Lange gemessen wurde. Dieser
nephelometrische Wert (NW) wird in Prozenten angegeben. Das Myzel
von Mucor Ramannianus wurde zuerst ausgewaschen und hierauf im
Thermostaten bei 110° C getrocknet und nachher gewogen. Der Ver-
gleich zwischen % NW und mg Trockengewicht kann nur relativ sein.
In der Symbiose muss aber zwischen beiden Pilzen ein Gleichgewicht



— b4l —

herrschen. Dieses driickt sich nicht in den Gewichten der beiden Sym-
bionten aus, sondern vielmehr durch die gleich grosse Pyrimidin- und
Thiazolproduktion. Durch das Auswaschen des Symbiosemyzels erleidet
eine Kultur einen Verlust von hichstens 3 %. Dieser ist bedingt durch
den Verlust der Hefezellen, die sich auf dem Boden des Kulturkolbens
befinden, und einem sehr kleinen Teil, der beim Auswaschen entfernt

Abbildung 1.

Die beiden Organismen Mucor Ramanmianus und Rhodotorula rubra einzeln,
und in Symbiose kultiviert.

Figur '1.

Rhodotorula rubra, links mit Py-
rimidin, rechts ohne.

Figur 2.
Mucor Ramannionus, links mit
Thiazol, rechts ohne.

Figur 3.

Die beiden Organismen zusammen
ohne Wuchsstoffzusatz kultiviert.

wird. Auf das Gesamtgewicht hat jedoch dieser Verlust keine grossere
Bedeutung. Das Gewichtsverhiiltnis zwischen den beiden Partnern in
der Symbiose ist ungefihr folgendes :

Rhodotorula rubra. = 1 (mit Glukose als C-Quelle)
Mucor Ramannignus — 9
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B. Morphologie der Symbiose.

In den ersten 10 Tagen entwickelt sich Rhodotorula rubra nur
spérlich. Ebenso Mucor Ramannianus, der nur ein ganz diinnes, sub-
merses Myzel bildet. Die Zellen dieses submersen Myzels sind mit einer
feinen, granuldsen Masse gefiillt. Nach diesem Zeitpunkt beginnen
plotzlich kleine Myzelkliimpchen des Mucor Ramannianus mit in den
Zellramifikationen eingeschlossenen Zellen von Rhodotorula rubra an
die Oberfliche der Nahrlosung zu steigen. Es folgen nun immer mehr
und mehr, und diese bilden schlussendlich eine feste Myzeldecke auf der
ganzen Oberfliche des fliissigen Nihrmilieus. Die aufsteigenden Myzel-
flocken haben eine andere Zellstruktur als das submerse Myzel. Sie be-
sitzen Riesenzellen, die prall angefiillt sind mit Fetttropfchen. Durch
diese Fettspeicherung wird das spezifische Gewicht dieser Zellen gegen-
iber der Néhrlosung erniedrigt und die Zellverbinde vermdgen an die
Oberfliche zu steigen. Rhodotorule rubra hat sich auch maximal ent-
wickelt. Das ramifizierte Mucorgewebe ist mit Hefezellen stark durch-
drungen. Ein kleinerer Teil von ihnen setzt sich auf den Boden des
Kulturkolbens sowie am Rande fest und umgibt die ganze Kultur mit
einem roten Saum. Beide Pilze zusammen- bilden eine einzige Masse,
und, makroskopisch gesehen, konnte nicht beurteilt werden, ob es sich
um einen oder um zwei Pilze handle.

III. Allgemeine Erndhrungsbedingungen.
A. Die Niahrlosung.

Ausgegangen wurde von folgender Nihrlosung :

Glukose puriss. 4 9/,

Asparagin 1 %0
MgS0s-TH,0 =~ 059, PH=46
KH:PO, 1,5 ®/a0

Rhodotorula rubra und Mucor Ramannianus wurden in Symbiose
ohne Wuchsstoffzugabe kultiviert, hingegen erhielten die Symbionten
fiir sich allein je 0,2 y Pyrimidin oder Thiazol* pro 20 cecm Nihrlosung.

Alle Versuche wurden in Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas von
150 cecm Inhalt ausgefiihrt und mit 20 cem N#hrlosung beschickt. Als
Pfropfen wurde reinste Spitalwatte verwendet, da es sich gezeigt hatte,
dass die rohe Spitalwatte wuchsstoffhaltig ist (S chopferund Rytz,
1937). Die Nihrlosung wurde in einem Autoklaven sterilisiert, 20 Minu-
ten bei 120° C.

! Die Ausdriicke Pyrlmldm und Thiazol bedeuten immer die beiden Kom-
ponenten des Aneurins (3. 538).



B. Die Kohlenstoffquellen.

Das Verhalten von Mucor Ramannianus und von Rhodotorula rubra
einzeln und in Symbiose gegeniiber verschiedenen Kohlenstoffverbin-
dungen wird in Tabelle 1 gepriift. Die Néahrlosung ist die gleiche wie
auf Seite 542, nur dass als C-Quelle die verschiedensten Kohlenstoffver-
bindungen angewendet werden. Die Versuchsdauer betrug 24 Tage. Die
thermolabilen Substanzen wurden kalt sterilisiert' zugegeben. Es wurden
keine Wuchsstoffe den angegebenen Milieus beigefiigt. Konnte man
trotzdem ein Wachstum feststellen, so handelt es sich um Substanzen,

von denen man weiss, dass sie Wuchsstoffe als Verunreinigungen ent-
. halten.

Tabelle 1.

Die Asmmlherbarkext der verschiedenen Kohlenstoffquellen durch Rhodotorula
rubra, Mucor Ramannianus, einzeln und in Symbiose.

Rhol'(tll(;)troamla Raril:ﬁ\?;nus Rymiioss

Eopteolle ol € -, . . . 0, 6% NW 0 0mg TG
I-Arabinose 5 . i 6 0 170
d-Xylose ey 40 0 155
I-Rhamnose 2% 4 0 190
d-Glukose . . . < X7 4 0 190
d-Mannose (Roche) . 4% 7 0 185
d-Galaktose . . , . 4% 6 0 180
d-Livulose (Roche) . . 4% 20 5 - 180
Maltose (Kahlbaum) . . 4% 40 150 200
Lactose ger. . . 4% 28 0 150
Saccharose . 4% 10 0 190
Cellobiose . 4% 3 0 A
Raffinose . 2% 30 0 170
Inulin . 1% | 34 120 150
Pextring . o . 1% 51 0 165
Stirke (Kartoffel) . 1% 48 130 160
Cellulose M £ 2,5 0 0
Arbutin . 0,5 % 3 0 20
Aesculin 0.5 % 4 0 25
Amygdalin 0,5 % 40 0 15
Salicin . 1% 30 v L 20
DAPOWIB - - 1% 45 10 25
d-Sorbit (Kahlbaum) . 4% 10 0 180
d-Mannit (Schuchardt) 4 % 10 0 230
d-Erythrit (Schuchardt) . 2% 6 0 170
d-Arabit (Schuchardt) 4% oa 170 180
Alkohol absol. . . 4% i 0 1
Glyzerin Ph. H. V. . 2% 49 62 5

* Um Flissigkeit kalt sterilisieren zu konnen, wurden die Bakterienfilter
17G 5 auf 3, Schott, Jena, verwendet. TG bedeutet Trockengewicht.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der grosste Teil der
Kohlehydrate von beiden Pilzen in Symbiose assimiliert werden kann.
Dieselben Verbindungen werden aber auch gleich gut ausgeniitzt, wenn
die beiden Symbionten getrennt, mit Wuchsstoffzusatz kultiviert werden.
Einige dieser Kohlehydrate, die nicht geniigend gereinigt in den Handel
gelangen, enthalten Wuchsstoffe als Begleitsubstanz., Verunreinigungen,
die als Wachstumsfaktoren fiir Rhodotorula rubra anzusehen sind, iiber-
treffen diejenigen, die aktiv auf Mucor Ramannianus wirken. Die er-
haltenen Resultate sind Durchschnittswerte von 4 Kulturen.

1. Glyzerin als Kohlenstoffquelle und Wuchsstoffquelle.

Glyzerin wird in der Mikrobiologie oft in komplex zusammen-
gesetzten Nahrboden verwendet. Es soll nun hier untersucht werden, ob
sich Glyzerin als Kohlenstoffquelle fiir Rhodotorula rubra, wie auch fiir
Mucor Ramannianus eignet, und ob Glyzerin eventuell Wuchsstoffe als
Begleitsubstanz enthilt.

a) Konzentrationsversuch mit Glyzerin.

Verwendet wurde Glyzerinum puriss. Ph. H. V. Dieses und die
iblichen Mineralsalze wurden zusammen autoklaviert bei 115° C wih-
rend 20 Minuten. Die Kulturdauer betrigt 41 Tage, die Temperatur
20°C. T oder P* wurden 0,4 y pro 20 ccm Néhrlosung beigefiigt.

Rhodotorula rubra wichst auf Glyzerin gut, ohne Zugabe von Pyri-
midin. Mit Pyrimidin werden jedoch etwas hohere Werte erhalten. In
beiden Versuchsreihen wird eine starke Pigmentbildung entwickelt
(Lachsrot). S

Mucor Ramannianus wichst ohne Thiazol ziemlich gut, steigert
aber seine Entwicklung betrichtlich, sobald Thiazol zugefiigt wird. In
seinem Myzel wird eine starke, gelbe Firbung wahrgenommen. In beiden
Fillen diirfte es sich um Karotinfarbstoffe handeln. Mucor Raman-
nianus ohne T gelangt zu einer maximalen Entwicklung bei einer Kon-
zentration von 10 %, mit T befindet sich diese schon bei 4 % und geht
bei 10 % nicht wesentlich {iber den Kontrollversuch hinaus.

In Symbiose entwickelt sich nur die Hefe normal und Mucor Ra-
mannianus kommt nur zu einem schwachen, submersen Myzel. Es muss
angenommen werden, dass die beiden Organismen physiologisch sich
nicht gleich verhalten und dass in diesem Fall die Hefe wachstums-
hemmende Stoffe bildet in Bezug auf Mucor Ramannianus. Hier haben
wir eine typische Antibiose, wo die Hefe den Mucor Ramanmanus nach-
teilig beeinflusst, rebpektwe die Nidhrlosung.

1 Die Ausdriicke P oder T bedeuten immer die beiden Komponenten des
Aneurins. Der Einfachheit wegen wird der exakte chemische Ausdruck nicht
jedesmal angefiihrt.
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Im Falle der Kontrollkulturen von Rhodotorula rubra wie auch in
denjenigen des Mucor Ramannianus stellt sich somit die Frage : Beruht
das Wachstum der beiden Pilze darauf, dass das angewendete Glyzerin
die beiden Aneurinkomponenten als Begleitsubstanz enthilt, oder aber
sind die beiden partiell auxo-heterotrophen Organismen in diesem
Milieu plotzlich auxo-autotroph geworden ?
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Abbildung 2.
Glyzerinkonzentrationsversuch.
Rhodotorula rubra . +P 5

Rhodotorula rubra . —P 4
Mucor Ramannianus -+ T 2
Mucor Ramannianus —T 3
Symbiose . . . . 1

Fromageot und Tchang sind in einer ihrer Arbeiten iiber
die Synthese von Karotinen bei Rhodotorula Sanniei in einem Milieu,
das Glyzerin enthielt, zu dem Schluss gekommen, dass das angewendete
Glyzerin nicht mit dem Vitamin B, oder seinem Komponenten Pyrimi-
din verunreinigt sei. Ihre Untersuchungen habe ich einer niheren Be-
trachtung unterzogen, denn Rhodotorula Sanmniei ist wie Rhodotorula
* rubra ein P-Organismus. '

Glyzerin wird in den Versuchen von Fromageot als Kohlen-
stoffquelle in einer Konzentration von 5 % angewendet. Er bediente
sich eines reinen Glyzerins, das im Vakuum mehrfach destilliert worden
war. Es muss hier speziell betont werden, dass Rhodotorula Samniei,
kultiviert auf Glukose allein + B,, oder auf Glyzerin, oder Glyzerin +
Glukose, keinen wesentlichen Unterschied auf das Trockengewicht der
Hefe zur Folge hatte. Was die Karotinbildung jedoch betrifft, hatte es
einen Einfluss. Fromage ot kommt nach seinen Versuchen zu dem

35
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Schlusse, dass Rhodotorula Sanniei in Glyzerin auxo-autotroph wird,
und dass das von ihm gereinigte Glyzerin kein Aneurin enthiilt. Es wire
dies einer der Fille, wo ein partiell auxo-heterotropher Organismus Be-
dingungen vorfinde, in denen er auxo-autotroph wiirde (Sc¢h o pies;
4). Leider hat es From a g e o t unterlassen, mit seinem Glyzerin einen
Tierkohle-Adsorptionsversuch zu machen, um ganz sicher zu sein, dass
tatsichlich keine Aneurinverunreinigungen mehr in diesem Glyzerin
vorhanden sind, um so mehr, da ja aktive Tierkohle Aneurin quanti-
tativ zu adsorbieren vermag.

Ich war in der Lage iiber einige cem Glyzerin von Fromageot?
verfiigen zu konnen, die er uns in freundlichster Weise iiberlassen hatte.
Sie geniigten jedoch nicht mehr, um einen Tierkohle-Adsorptionsversuch
durchfiihren zu konnen.

b) Glyzerin wird mit Tierkohle behandelt.

Glycerinum puriss. Ph. H. V. wurde mit aktiver Kohle (Carbo medi-
cinalis « Merck »), die Aneurin quantitativ zu adsorbieren vermag, be-
handelt. Auf 650 g Glyzerin wurden 10 g Kohle zugegeben, dies alles
schnell erhitzt und sofort filtriert.

Auf diesem Glyzerin gelangten weder Rhodotorula rubra, noch
Mucor Ramannianus zu irgendwelchem Wachstum, wenn ihnen keine
Wuchsstoffe zur Verfiigung standen. Nichtbehandeltes Glyzerin ermog-
lichte in beiden Fillen ein Wachstum genannter Pilze. Es diirfte somit
als erwiesen betrachtet werden, dass das unbehandelte Glyzerin tat-
sdchlich Aneurin, oder seine beiden Komponenten Pyrimidin und Thiazol
als Verunreinigung enthielt. Enthilt auch dieses redestillierte Glyzerin
Spuren von Pyrimidin, die mit einer Kohlebehandlung hitten entfernt
werden konnen ? Es war uns nicht moglich, diese Frage einer niheren
Priifung zu unterziehen. In dem von Fromageot gelieferten Gly-
zerin, das nicht mit Aktivkohle behandelt wurde, kamen auch Kontroll-
kulturen von Rhodotorula rubra, ohne Pyrimidinzusatz, zu guter Ent-
wicklung. '

C. Stickstoffquellen.
1. Versuche mit organischen Stickstoffverbindungen.

Die Auswertbarkeit von organischen Stickstoffverbindungen wurde
nur mit der Symbiose gepriift. Kontrollkulturen von Rhodotorula rubra
und von Mucor Ramannianus wurden auch angesetzt, um zu sehen, ob
die eine oder die andere der Aminosiuren eventuell wuchsstoffhaltig
sein konnte. Die thermolabilen Verbindungen wurden wiederum kalt
sterilisiert zugegeben, und die Versuchsdauer betrug 35 Tage. Als Durch-
schnitt wurde das Mittel von 5 Kulturen genommen.

* Herrn Prof. Fromageot, Lyon, sind wir zu grossem Dank verpflichtet, fiir
die Ueberlassung einiger Proben von seinem « glycérine pure, rédistillée dans
le vide ».
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Tabelle 2,

Versuche mit organischen Stickstoffverbindungen.

Stickstoffquelle 1°/o0 Rhor(?l%t:;ula, Raril;?](;;nus Symbiose
Glykokoll . 5% NW 0mg TG 33 mg TG
d-Alanin 8 0 157,5
l-Alanin . . 1 3 71,0
~d, I-Alanin . 3 0 180,3
I-Valin . 3 0 140,0
d-Valin . 4 0 127,0
d, 1-Valin 4 0 130,0
d-Leucin 5 0 60,0
l-Leucin 3 0 - 20,0
d, l-Leucin . 6 0 . 58,0
d-Isoleucin 3 0 32,7
l-Isoleucin . 4 0 10,0
d, 1-Isoleucin . 3 0 37,5
- . 1-Asparaginsiure 8 0 88,5
d, 1-Asparaginsiure 5 0 94,0
1-Asparagin 5) 0 171,7
d-Arginin . S et ! 0 196,8
d-Ornithindihydrochlorid 7 0 g
d-Lysindihydrochlorid 4 0 1
1-Histidin TR R 6 0 33,3
d-Histidinmonohydrochlorid 6 0 52,6
l-Histidinmonohydrochlorid 5 0 64,3
d, I-Histidinmonohydrochlorid 8 0 76,3
1-Phenylalanin 1 0 48,3
d-Phenylalanin 1 0 24,9
d, 1-Phenylalanin 1 0 38,8
Wiyrosin -, . . . . 10 0 10,0
d-Dioxyphenylalanin . 4 0 98,7
I-Tryptophan 1 0 0
d, 1-Serin 1 0 51,0
1-Cystin . 10 0 56,0
1-Prolin . 5 0 178,5
d, 1-Prolin 5 : 4 0 o 7957
d, 1-Alanyl-glycin . 10 0 225,0
Diglycyl-glyein . 9 0 124,0
1-Leucyl-glycyl-glycin 6 0 211,0
d-Leucyl-glycyl-glycin 6 0 197,0
d, I-Leucyl-glycyl-glycin 8 0 1974
Glycyl-glycyl-glycin 8 0 185,0
Chloracetyl-l-leucin 3 0 0
Chloracetyl-l-tyrosin . 4 0 0
Chloracetyl-l-tryptophan 7 0 g
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Nicht alle diese Aminosduren konnen gleich gut assimiliert werden,
was darauf zuriickzufiihren ist, dass eben nur gewisse chemische Kon-
figurationen giinstig sind fiir das Fermentsystem der beiden Symbionten,
andere wiederum ungiinstig. Da, wo alle drei Modifikationen untersucht
werden konnten, ergab am Anfang immer diejenige das grossere Wachs-
tum, die auch in der Natur vorzukommen pflegt (Gause),

Ohne Wuchsstoffzufuhr kommen weder Mwucor Ramannianus, noch
Rhodotorula rubra zu einem Wachstum, was bedeutet, dass keine der
angewandten Aminosiuren, noch Peptide irgendwelche, fiir die beiden
Symbionten in Frage kommenden Wuchsstoffe als Verunreinigungen
enthalten.

2. Andere organische und anorganische Stickstoffverbindungen.

‘Tabelle 3.
Mucor Ramannianus Rhodotorula rubra
Symbiose
Stickstoffquelle 1°/oo —GI } GL+T L l GlL | GL+4P
mg Tg %% NW
Ammoniumsulfat 0 2,0 | ¢ 1 1 51
Ammoniumnitrat 0 420 2 0 8 5
Ammoniumchlorid 0 31,0 2 2 5 38
Ammoniumcarbonat 0 100,0 2 0 5 57
Ammoniak 4% . 0 1,0 0 0 6 86
Kaliumnitrat 0 185,0 2 3 1 1
Calziumnitrat . 0 160,0 1 0 3 2
Ammoniumcitrat 0 225,0 | 140,0 9 4 33
Ammoniumtartrat 0 20,0 | 130,0 0 6 35
Harnstoff 0 160,0 | 110,0 0 7t 86
' Gl = Glukose.

Dieser Versuch zeigt, dass die Symbiose nur da zustande kommt,
wo ihr eine Stickstoffverbindung geboten wird, in der auch zugleich
noch Kohlenstoff vorhanden ist. Die beiden Organismen kénnen mit
einer Stickstoffquelle, die keinen Kohlenstoff gebunden enthdlt, sich
normal entwickeln, wenn ihnen die fehlende Aneurinkomponente ge-
boten wird. In Symbiose dagegen erfolgt keinerlei Wachstum mehr. Es
scheint, dass Rhodotorula rubra und Mucor Ramannianus in Symbiose
ciner C-N-Quelle bediirfen. Ferner konnen Nitrate von Mwucor Raman-
nianus assimiliert werden, Rhodotorula rubra hingegen vermag dies
nicht. Stickstoff und Kohlenstoff unabhiingig voneinander der Symbiose
geboten, fiithrt zu keinem Wachstum.
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D. Der Einfluss des Lichtes auf das Wachstum der Symbiose und das
der beiden Symbionten.

Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra synthetisieren in Sym-
biose sowohl Pyrimidin als auch Thiazol. Eine Synthese ist immer mit
einem Energieaufwand verbunden, und es soll in diesem Versuch unter-
sucht werden, ob die Energie, die zur Synthese der Wuchqstoffe fiihrt,
vom Licht abhiingig ist oder nicht.

Der Versuch wurde mit der iiblichen Nahrlosung a,ngesetzt Die
eine Kulturserie wurde dem Tageslicht ausgesetzt und die andere wurde
im Dunkeln gehalten, bei 20° C, wihrend 30 Tagen. Die erhaltenen Re-
sultate sind die Mittel aus je 10 Kulturen. :

Lichtversuch ; ; 7 Dunkelversuch

150 mg TG . Mucor Ramannianus + T 167 mg TG
81 % NW Rhodotorula rubra + P 82 % NW
74 mg TG Symbiose 92 mg TG

Die erhaltenen Gewichte von Mucor Ramannianus und von der
Symbiose sind im Dunkeln um ein weniges hoher als diejenigen im
Licht. Bei den hoheren Pflanzen wird nach Bonner und Greene
Aneurin vorwiegend im Licht synthetisiert. Bei den symbiontischen
Pilzen erfolgt die Aneurinsynthese ohne Lichtenergie, ja es scheint,
dass das Licht eher ein wemg hemmend auf das Wa,chstum der Sym-
biose wirkt.

IV. Die Wirkung von C-N-Quellen in verschiedenen Konzentrationen
auf das Wachstum der Symbiose.

Wir wir in den Versuchen mit organischen und anorganischen
Stickstoffquellen gesehen haben,. gelangt die Symbiose nur da zu einem
Wachstum, wo ihr eine C-N-Verbindung zur Verfiigung steht.

Von der Arbeitshypothese ausgehend, dass in Symbiose nur da eine
Wuchsstoffsynthese stattfinden konne, wo schon eine pr'a;formierte
C-N—Bmdung vorhanden sei, wird hier untersucht in was fiir einer Kon-
zentration diese C-N-Bmdung vorhanden sein muss, um ein Wachstum
der Symbiose zu garantieren. Es wurden verschiedene C-N-Quellen bis
zu Konzentrationen von Wuchsstoffstirke untersucht, Da die Synthese
der betreffenden Aneurmkomponenten nur in germger Intensitit ge-
schieht, so kénnte man vermuten, dass eine C-N-Quelle in eben kleiner
Konzentratlon vollauf geniige, um eine Synthese zu ermdglichen.

Es wurde folgende Nihrlosung angewendet : Glukose 4 %, KNO,
1 /00, KH,PO, 1,5 %, MgSO, 0,5 °/e. Die Versuchsdauer betrug 47 Tage.
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Abbildung 3.

Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra in Symbiose
auf Ammoniumecitrat.

0 0,2 04y
Figur 4.

Figur 5.

1000 10 000 20 000 y
Figur 6.

Abbildung 4.

Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra in Symbiose
auf Ammoniumtartrat.

0 0,2 0,4 »
Figur 7.
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Abbildung 5.

Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubra in Symbiose
auf Harnstoff.
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Figur 10.
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Figur 11. :
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Figur 12.
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Tabelle 4. ‘ ;
Das Symbiosewachstum mit C-N-Quellen in verschiedenen Konzentrationen.

Konzentration

0 0, 0, 1 10 100 | 1000 | 10000 | 20000
der C-N-Verbindung y 2 i i

Mucor Ramannianus : : j
Kontrollemg TG .| 0 | 0 0 0 0 0 0 0 0

Mucor Ramannianus

Thiazolmg TG .| 0 | 80 | 190 | 201 | 204 | 211 = =] =
Rhodotorula rubra '

Kontrolle % NW .| — 4 4 3 4 4| — | —| —
Symbiose + Ammo-

niumeitrat . . .| 0 10 80| 36| 44| 50| 50| 125 | 165 mg TG
Symbiose + Aspa- : ;

ragin 318 1 3 3 4| 17 | 45| 145 | 154 lmg TG
Symbiose + Ammo- .

niumtartrat . .| 0 2 4 8 9| 17| 37| 89 | 137 \mg TG
Symbiose + Harn- '

stoff . . . . .| ©O 0 0 0 1 10 | 150 | 240 | 245 |mg TG

Es stellt sich heraus, dass einzig das Ammonimeitrat schon in einer
Konzentration von 0,4 y ein missiges Wachstum erlaubt, alle andern
C-N-Quellen hingegen ergeben erst bei 1000 7, das sind 0,05 °/es, ein
Wachstum, das ausser demjenigen des Harnstoffs als gering zu be-
zeichnen ist. Eine volle Entwicklung der Symbiose wird erst mit 20 000 %
erreicht, dies entspricht einer Konzentration von 1 oo (die Photogra-
phien sind auf den Seiten 550/51 zusammengestellt). Im Falle von Am-
moniumeitrat, das in einer Konzentration von 0,4 y schon 30 mg Trok-
kengewicht der Symbiose liefert, konnte man fast glauben, dass die
Hypothese richtig wire, die besagt, dass zur ‘Wuchsstoffsynthese eine
hochst geringe Konzentration einer C-N-Quelle notwendig sei. Da die
andern untersuchten C-N-Verbindungen nicht ein gleiches Verhalten
zeigen, s0 muss man annehmen, dass dem eben nicht so ist. Wenn nim-
lich mit 0,4 y Ammoniumeitrat die Wuchsstoffsynthese gesichert wire,
80 misste das Endtrockengewicht bedeutend héher ausfallen, als es
wirklich ist. Es ist zu vermuten, dass in diesem Falle die anorganische
Stickstoffquelle sozusagen nicht verwertet werden kann, was aus dem
niedrigen Trockengewicht zu ersehen ist. Es wére aber nicht aus-
geschlossen gewesen, wenn eine C-N-Quelle in vitaminischer Konzentra-
tion ein Wachstum der Symbiose auf anorganischem Stickstoff er-
moglicht hitte. Nach den bisher untersuchten Bedingungen scheint es
tatsdchlich der Fall zu sein, dass die beiden Organismen in Symbiose
nur dann zu einem Wachstum kommen, wenn ihnen eine gemeinsame
C-N-Quelle zur Verfiigung steht.
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V. Die Wirkung von C-Quellen in verschiedenen Konzentrationen auf
das Wachstum der Symbiose.

Wie wir gesehen haben, gelingt das Symbiosewachstum mit einer
Ammoniumverbindung, die organisch gebunden ist, gut. Es wird nun
gepriift, ob dies auch der Fall ist, wenn man das Ammomumsalz und die
zugehorige Siure voneinander getrennt gibt.

Die Nihrlosung besteht aus : Glukose 4 %, KH,PO, 1,5 %0, KNO,
1°00, (NH,),S0, 1 %00, MgSO, 0,5%e0. Die Versuchsdauer betrigt 49 Tage.

Die Resultate sind aus der Tabelle 5, Seite 554 ersichtlich.

Wie zu erwarten, ergaben auch diese Versuche voéllig negative Re-
sultate. Es wurden bis 9 mg Trockengewicht erreicht, was einer starken
Kontrollkultur gleichkommt, da diese Serie aussergewdhnlich stark be-
impft worden war. Das Myzel von Mucor Ramannianus ist stark gra-
nulos, wie es sonst nur das submerse Myzel ist. Diese Versuche be-
weisen wiederum, dass die Symbiose nur dann zu einem Wachstum
gelangt, wenn ihr eine C-N-Quelle geboten wird. Diese organischen Ver-
bindungen konnen Aminosiuren oder auch Ammoniumverbindungen
sein. Trennen wir nun diese organisch gebundenen Ammoniumverbin-
dungen, indem wir der Nihrlésung das Ammonium separat und die
dazugehorige Sdure separat geben, d. h. an Stelle von Ammoniumecitrat
geben wir Ammoniumsulfat und Zitronensidure zur Nihrlosung, so ist
ein Wachstum der Symbiose ausgeschlossen, obwohl die beiden Partner,
getrennt, mit der notwendigen Aneurinkomponente in der Nihrlosung,
sowohl mit Ammoniumsulfat als auch mit Ammoniumeitrat zu gutem
Wachstum gelangen.

In Symbiose miissen von den beiden Organismen sowohl Pyrimidin
als auch Thiazol synthetisiert werden. In Einzelkultur hingegen wird
ihnen die eine oder die andere der Aneurinkomponente hinzugegeben,
damit sie sich entwickeln kénnen. In Anwesenheit der fiir sie notwen-
digen Aneurinkomponente assimilieren sie ohne Schwierigkeit anorga-
nisch gebundenen Stickstoff und die Proteosynthese scheint leicht vor
sich zu gehen, was aber nicht mehr der Fall ist, wenn sie in Symbiose
leben.

In diesem Falle bietet sich uns unserer Fragestellung entsprechend
eine Bedingung, die fiir den einzelnen Pilz ginstig ist, nicht so fir die
Symbiose. In Symbiose mit anorganisch gebundenem Stickstoff miissen,
80 scheint es uns, ganz spezielle Bedingungen vorhanden sein, ansonst
der Stickstoff nicht assimiliert werden kann. Es stellt sich uns die sehr
wichtige Frage, in welcher Weise die Biosynthesen durch diese un-
giinstigen Erndhrungsbedingungen beeintrdchtigt, sogar unmdglich ge-
macht werden 2 Wird die Wuchsstoffsynthese direkt oder durch die
Uebermittlung einer anderen Bzosynthese (Proteosynthesen) herab-
gesetzt 2
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Tabelle 5. :
Das Symbiosewachstum mit C-Quellen in verschiedenen Konzentrationen.

Konzentrationen

der C-Verbindung y 0 0.2 04 1 10 100 | 1000 | 10000 | 20000

Mucor Ramannianus Kon-
- trollemg TG . . . . 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mucor Ramannianus -
Thiazol mg TG . . . 0 85 | 190 | 195 2107 210 | = | = e

Rhodotorula rubra — Py-
rimidin 3 NW . . . | 0 3 4 4 3 5/ — | — | —

Rhodotorula rubra 4+ Py-
rimidin % NW . . . 0 73 4 76| 8 8| — | — | —

-~ Symbiose -+ Zitronensiure
meTE . & . . . 0 3 3 3 i+ 5) 6

Symbiose + Weinsiure

(¢L]
[@L]
H
ot

Symbiose + Bernstein-
sdure

Symbiose + Palmitinsiure

Symbiose + Malonsiure .

T B W

Symbiose + Essigsiure

Symbiose + Oxalséiure

o o o o o
W B = DO W D
= IRN = N N NG )
W o =1 ot Ot
W =1 @ =1 o o
o S T B - -
W =3 W o W o
© O W W o ™

ot Ot

Symbiose + Traubenstiure

Es soll nun Aufgabe der niichsten Kapitel sein, diese Frage zu
losen und Bedingungen zu finden, die ein Symblosewachstum mit an-
organisch gebundenem Stickstoff erlauben

VL Haben Metalle, inshesonders Spurenelemente spezielle Einfliisse auf
das Wachstum der Symbiose ?

Die bisherigen Symbioseversuche haben unzweideutig gezeigt, dass
Symbiosekulturen mit anorganischem Stickstoff vollstindig negativ
ausfallen. Wir haben konstatiert, dass Substanzen, die voneinander sehr
verschieden sind (Harnstoff, Ammoniumcitrat, Ammoniwmtartrat, Glu-
taminsdure) gleich wie Asparagin wirkten wund die Symbiose ermdg-
lichten. :

Die Ursache dieser unerwarteten Erscheinung kann in verschiedener
Art und Weise interpretiert werden. Trotz der chemischen Verschieden-
beit ‘dieser Substanzen muss irgendwelche, gemeinsame Eigenschaft
existieren. Es fillt zuniichst unbedingt auf, dass alle diese Substanzen
C und N enthalten, wir kénnen aber nicht klar ersehen, ob diese Merk-
male ihre Wirksamkeit im Symbioseversuch bewirken.
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Es ist bekannt (sieche weiter), dass auch die reinsten chemischen
Substanzen kaum nachweisbare Spuren von Elementen enthalten kénnen.
Steinberg (Seite 558) hat beispielsweise mit Hilfe von Spektral-
analysen einwandfrei nachgewiesen, dass alle Bestandteile der Pfef -
f e r schen Nihrlosung, namentlich Zucker (Dextrose) eine betréchtliche
Zahl von Metallen mitschleppt.

Wir stellen somit als Arbeitshypothese auf, dass dze Entwicklung
der Symbiose von mineralischen Substanzen mit katalytischer Wirkung
abhdngig ist. Dieselben werden im Asparagin vorhanden sein, fehlen
aber dem Ammoniumsulfat. Sie konnten aber in den verschiedenen wirk-
samen C-N-Quellen vorkommen. Die folgenden Versuche bezwecken, die
Hypothese zu priifen. :

Es soll ferner auch untersucht werden, ob gewisse Metalle oder
Metallmischungen, dem ungiinstigen Milieu zugefiigt, ein Wachstum der
Symbiose ermoglichen konnten.

In zweiter Linie wurden Zusitze von pflanzlichen oder tierischen
Extrakten dem ungiinstigen Milieu zugefiigt, um ebenfalls zu priifen, ob
dadurch vielleicht ein Wachstum ausgelost werden konnte.

Extrakte von Pflanzen, die reich an organischen Siuren sind,
kionnten vielleicht durch die Sdure selbst, als auch durch Metalle, ins-
besonders durch Spurenelemente, die sie enthalten, denselben Effekt
auslosen wie eine kiinstlich zusammengestellte Metallmischung. Das
(Gemeinsame der Versuche mit Metallen, Aschensubstanzen von C-N-
Quellen und Pflanzenextrakt spiegelt sich darin, indem wir zu zeigen
versuchen, dass all den genannten Substraten etwas gemeinsam sein
kann, nimlich Metalle oder Metallmischungen, die infolge ihrer kataly-
tischen Wirkung das Wachstum der Symbiose zu beeinflussen im-
stande sind. ;

Um den Einfluss, den gewisse Metalle auf das Wachstum der beiden
Pilze Rhodotorula rubra und Mucor Raemannienus ausiben konnen,
besser zu erfahren, wurden systematisch die verschiedensten Elemente
des periodischen Systems einer eingehenden Priifung unterzogen. Es
wurden in jeder Versuchsreihe Konzentrationen angewendet, die von
0,01 y an in Zehnerpotenzen bis zu 1000 y gesteigert wurden. Die beiden
Organismen Mucor Ramannianus und Rhodotorula rubrae wurden einzeln
und in Symbiose nach folgendem Schema gepriift :

Mucor Ramannianus + Thiazol ohne Metall

» » + Thiazol mit Metall
» » — Thiazol mit Metall
Rhodotorula rubra - Pyrimidin ohne Metall
» » ~+ Pyrimidin mit Metall
> > — Pyrimidin mit Metall

Symbiose ohne Metall
Symbiose mit Metall.
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Die jeweils angewendeten Konzentrationen wurden im Verdiin-
nungsverfahren hergestellt. Die Metalllosung wurde kalt sterilisiert der
Néihrlosung zugegeben. Es werden nur diejenigen Resultate angefiihrt,
die irgendeine positive Wirkung ergaben. '

Die Néahrlosung besteht aus : Glukose 4 %, KH,PO, 1,5 %o, MgSO,
0,5 %00, KNO; oder (NH,),S0, 1°0. Es wird von Fall zu Fall bekannt-
gegeben, ob die eine oder die andere Stickstoffquelle angewendet wird.

Die Reihenfolge der Elemente entspricht den Gruppen des perlodl-
schen Systems.

1. Gruppe : Li, Na, K, Rb, Cs/Cu, Ag, Au.

Wo es moglich war, wurden die Elemente in Form der Chloride
beigegeben. Bei dieser ersten Gruppe ist einzig Ag in Form des Nitrates
vorhanden.

Die Resultate sind nicht quantitativ vergleichbar, da es nicht
moghch war, simtliche Versuche zur selben Zeit anzusetzen. Das Wachs-
tum entspricht iiberall einer Periode von iiber 30 Tagen.

Tabelle 6.
Metalle, die irgendeine positive Wirkung ausiiben.

Konzentration y 0 0,01 0,1 1 10 100 | 1000
L Symbiose . . . . . . 0 | 04 1 12 0 0 11 | mg
. Mucor Ramannianus -+ : :
Thiazol . . . . ... | 140 | 160 | 157 | 162 | 162 | 160 | 70 | mg
Cs | Symbiosd . . « . . .| 0 1225| 4 4 1 10 | 0 | mg
Au | Mucor Ramannianus -+
Thiazol . . . . . . | 130 | 170 | 167 | 167 | 146 | 164 | 149 | mg

2. Gruppe : Ca, Sr, Ba, Ra/Be, Mg, Zn, Cd, Hg.
Tabelle 7.
Metalle der Gruppe 2, die einen positiven Einfluss ausiiben.

Konzentration y 0 0,01 0,1 1 10 100 | 1000

| Mucor Ramannianus -+

" Thiazol . . . . . .| 160 | 182 | 164 | 166 | 176 | 166 | 184 | mg

Ra Mucor Ramannianus --
Thiazol . . . . . .| 175 | 150 | 166 | 185 | 1&5 | 1856 | 185 | mg
Be | Bymbiose. . . .o . < o} D 0 0 6 2 0 0 |mg
Symbiose . . . 0 46 (325 | 0 0 0 0 |mg
Rhodotorula rubra —I— Py-
Hg rimidin . . . 5 5 28 | 28 6 5 5 |% NW

Mucor Ramanmanus + '
Thiazol . . . . . .|[132 | 163 | 172 | 152 | 110 | 142 | 142 | mg
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3. Gruppe : B, Al, Tl

Tabelle 8.
Metalle der 3. Gruppe und ihr positiver Einfluss.
Konzentration y 0 | 001 0,1 1 10 100 | 1000
Symbiose . . . 0 5 12 | 1 2 4 |765 | mg
| Rhodotorula rubra + Py-
Al imidin . . ., - . <} B 2 2 3 31107 &1 | % KW
Mucor Ramannianus -+
Thiazol . . . . . .| 176|170 | 190 | 164 | 173 | 170 | 194  mg

4. Gruppe : Ti, Th/Sn, Pb.

Tabelle 9.
Einfluss von Sn und Ti auf das Wachstum der Symbiose.

Konzentration y 0 0,01 0,1 1 10 100 | 1000

T Mucor Ramannianus -+
Thiazol . . . . . . | 190|183 | 198 | 208 | 191 | 132 | 160 | mg

Bn - BymbioEe oo . o« s 0 0 10 0 0 0 10 | mg

5. Gruppe : V/P, As, Bi.
Phosphor wurde in einem speziellen Versuche gepriift, und nur As
lieferte hier positive Resultate.

Tabelle 10.
Der Einfluss von As auf das Wachstum der Symbiose.

Konzentration ¥ 0 0,01 0.1 1 10 100 | 1000
Symblose T 0 0 0 0 0 0 20 | mg
As | Rhodotorula Tubm—%—Py- , ,
rimidin . . 2 2 2 3 3 4 26 | °%% NW

6. Gruppe : Cr, Mo, W, U.

Tabelle 11.
Der Einfluss von Mo und U auf das Wachstum der Symbiose.

Konzentration y o |oei] ex |1 | 10| 00! 3000
Mol iBvheee. . . v . .ol BB g0 H 4 |30 | mg
Ul Semiiien o . . .. .| 0 J1gl 12 89 08 BE LeE

7. Gruppe : F, Cl, Br, J.
Von den Halogenen iibte keines einen speziellen Einfluss auf das
Wachstum der Symbiose aus.
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8. Gruppe : Mn, Fe, Co, Ni/Ru, Os.
Von allen diesen Elementen hatte nur das Fe einen positiven
Wachstumseffekt erzeugt.

Tabelle 12.‘
- Einfluss des Fe auf das Wachstum von Mucor Ramannianus.

Konzentration y 0 0,01 0,1 i 10 100 | 1000

Fe Mucor Ramannianus -
Thiazol . . . . . . | 182 | 186 | 156 | 188 | 192 | 235 | 250 mg

Nach der Untersuchung von 40 Metallen kénnen dieselben in fol-
gende 3 Kategorien cingeteilt werden :

a) Metalle, die nur das Wachstum der Symbiose férdern und die fiir
die beiden Partner allein unwirksam sind.

b) Metalle, die fiir die Symbiose als auch fiir den einen oder den
andern Partner einen Wachstumseffekt hervorrufen, sofern ihnen
die notwendige Aneurinkomponente zugegeben wird.

c¢) Metalle, die auf den einen oder den andern Partner wirken, wenn
diesem die notwendige Aneurinkomponente zugefiigt wird.

- Fiir die Kategorie @) haben sich folgende Metalle herausgeschilt :
U, Mo, Sn, Be, Cs. Diese Elemente der Symbiose, einzeln zugefiigt mit
KNO; als Stickstoffquelle, bewirken ein Wachstum, das aber als sehr
schwach zu bezeichnen ist. Mo wird erst bei einer relativ hohen Kon-
zentration wirksam, so dass man ihm nicht mehr die Bezeichnung
« Spurenelement » geben kann. Trotzdem diese Salze in reinster Form
geliefert werden, miissen sie dennoch andere wirksame Elemente als
Beimischung haben. Wenn wir nun absolut reine Substanzen hitten, bei
denen nur das gewiinschte Element vorhanden wire, so miissten die
Niahrlosungen, die man in der Mikrobiologie braucht, ganz andere Zu-
sammensetzungen haben, die einem sehr kompliziert erscheinen wiirden.
« Dank » diesen Spurenelementen, die als Beimischung vorhanden sind,
wird dies in den meisten Fillen erspart bleiben. Um zu sehen, wie
komplex eine Nidhrlosung sein kann, fiihre ich eine Spektralanalyse von
Steinberg (4) an, die er von der Pfefferschen Nihrlosung aus-
gefiihrt hat.

Steinbergs Spektralanalyse von Pfeffe rs Medlum

Salz Verunreinigungen
NH4NOs Na, Mg’, Ca, K (9)
KH.PO, Al, Pb, Na, Cu, Mg, Ag.
MgSO.-7H,0  Na, Cu
ZnS04* 7 Ha0 Fe, B (?), As, Mg, Sn (?), Cu, Si, Na, Mn.

CuS0.* 5 H20 Fe, Mn, 8i, Mg, Cu, Pb. -

MnSO,. -2 H20 Na, Fe, Cu, Al, V, Cr, Si, Mg, Ca.

Na2MoO., Cu, Mn, Fe, Al, Ni, Mg, Ca, K, Na, Mn, Si, Li, V (?).
Dextrose Li, Na, Sr, Ca, Rb, K, Mn, Al Fe, Rh, Ni, Ag, Cu, Mg, Sn, B, Si.
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Diese Analyse demonstriert eindeutig, wie vielgestaltig die Spuren-
elemente in den Salzen als Verunreinigungen vorhanden sind.

b) Von den Metallen, die fiir die Symbiose sowie fiir den einen
oder den andern Partner einen Wachstumseffekt hervorrufen, sind Hg,
As, Li und Al zu nennen. |

Mit Al erfihrt die Symbiose die grosste Wachstumssteigerung. Al
ibertrifft um ein Vielfaches die erhaltenen Gewichte der andern wirk-
samen Elemente. Es wirkt aber erst in einer Konzentration von 1000 y
und es ist sehr wahrscheinlich, dass eben in dieser Konzentration noch
andere Spurenelemente ihren Einfluss geltend machen. Auch Rhodo-
torula rubra, die Nitrate nicht assimilieren kann, kommt mit Al-Zusatz
zu einer betrichtlichen Entwicklung, und Mucor Ramannianus ergibt
ebenfalls ein hoheres Trockengewicht.

As ergibt in einer ebenfalls hohen Konzentration ein Symbiose-
trockengewicht von 20 mg. Es ist dies gegeniiber Al sehr schwach, aber
der Einfluss mit derselben Konzentration auf Rhodotorula rubra ist
mittelstark. : ‘

Li gestattet nur ein schwaches Symbiosewachstum, doch macht sich -
cin Einfluss aut das Wachstum von Mucor Ramannianus bemerkbar.

Hg ist fiir die Symbiose sowie fiir die beiden Partner von positiver
Bedeutung. Mit Hg gelingt es der Hefe, Nitrate zu assimilieren.

c) Metalle, die auf den einen oder auf den andern Partner wirken
bei Anwesenheit der notwendigen Aneurinkomponente.

Diese letzte Gruppe enthilt nur Metalle, die einen Wachstumseffekt
auf Mucor Ramannrianus ausiiben und fiir die Symbiose sowie fiir RAo-
dotorula rubra von negativer Bedeutung sind. Es handelt sich um die
Elemente Au, Ag, Ra, Ca, Fe und Ti. Diese ergeben zum Teil Myzel-
gewichte, die erheblich hoher sind als die Kontrollkulturen. Wenn je-
doch kein Thiazol vorhanden ist, so bleibt auch die Metallwirkung aus.
Es diirften demnach irgendwelche direkte oder indirekte physiologische
Beziehungen zwischen den Metallen und den Wuchsstoffen herrschen,
die aber erst genauer untersucht werden miissen.

Die hier beobachtete Metallwirkung kann exogener oder endogener
Natur sein, oder aber sie kann auch in einer Kombination der beiden
bestehen. Diese Frage wird anschliessend untersucht.

Ferner ist es nicht ausgeschlossen, dass einzelne Metalle oder
Metallmischungen als Co-Wuchsstoffe funktionieren konnen.

Interessant ist, dass bei einem grossen Teil der Konzentrations-
versuche zwei Maxima auftreten, die in der niederen und in der htheren
Konzentration, also als Antipoden anzutreffen sind. Diese sogenannten
Sattelkurven wurden auch von Lohmann (6) und Boresch beob-
achtet. Bei G. L ohm ann handelte es sich um die Kultur von Asper-
gillus niger in Gegenwart von Zink, und als Resultat bekam er eine



— 560 —

sogenannte Sattelkurve mit zwei Maxima. Da die betreffenden Salze im
biologischen Sinne eben nicht rein sind, so ist es nicht ausgeschlossen,
dass es sich innerhalb der Salzverunrelmgung um antagonistische oder
"aber auch um synergetische Wirkungen handelt, und es wiire gar nicht
verwunderlich, wenn sogar Sattelkurven mit mehreren Maxima auf-
treten wiirden.

VIL Der Einfluss von pflanzlichen und tierischen Extrakten auf das
Wachstum der Symbiose mit anorganisch gebundenem Stickstoff.

Von dem Gedanken ausgehend, dass Extrakte von gewissen Pflan-
zen reich an Metallen, insbesondere reich an Spurenelementen sein
konnten, wurden solche Extrakte von Echeveria aus der Familie der
Crassulaceen hergestellt. Die Vertreter dieser Familie sind, was orga-
nische Sduren anbelangt, reich an solchen, und es muss untersucht
werden, ob solche organische Siuren ebenfalls positive Wirkung auf
das Wachstum der Symbiose ausiiben konnen, sei es, dass sie an Stick-
stoff gebunden sind, oder aber sei es, dass sie ebenfalls Spurenelemente
enthalten, die eine giinstige Wirkung auf das Konsortium auszuiiben
vermogen.

Spurenelemente spielen im pflanzlichen Organismus bekanntlich
eine nicht zu unterschiitzende Rolle, insbesondere sind sie fiir das kata-
lytische System wichtig (Bertran d).

Die Echeveriapflanzen waren mir leicht zuginglich und waren zu-
dem noch in geniigender Menge zu haben. Sie schienen uns insofern
glinstig, da sie dicke, saftige Blitter besitzen, die einen Extrakt er-
hoffen liessen, der unsere Voraussetzungen erfullen kénnte.

Es wurden auch Extrakte tierischer Herkunft hergestellt, und zwar
von Organen wie Driisen usw., die als « Ablagerungsstiitte » der ver-
schiedensten Stoffe mineralischer wie organischer Natur bekannt sind.
Der Gedanke der Metallwirkung war hier wiederum vorherrschend.

a) Der Einfluss von Pflanzenextrakt.

In Symbiose sind Nitratstickstoff als auch Ammoniumstickstoff zu-
gegen. Rhodotorula rubra bekommt jedoch nur das Ammoniumsulfat
als N-Quelle und Mucor Ramannianus nur das Kaliumnitrat als N-Quelle.

Der Extrakt wird ferner mit Aktivkohle behandelt, um eventuell
vorhandene Wuchsstoffe zu adsorbieren.

Was in diesem Experiment wichtig war, ist, dass die Symbiose
ohne zugefiigtes Extrakt zu keinem Wachstum gelangt, mit Extrakt
hingegen zu einem sehr starken. Dies zeigt, dass in betreffendem Ex-
trakt tatsichlich unbekannte Faktoren vorhanden sind, die das Wachs-
tum der Symbiose auslosen. Dass eventuell Aminosiuren das Wachstum
auszlosen vermogen, ist fast ausgeschlossen, da ja simtliche Reaktionen
in dieser Richtung negativ ausfielen.



e B s

Wird nun der gesamte Extrakt verascht und in salzsaurer Losung
wiederum dem Nihrmilieu zugetiigt, so gelang das Symbiosewachstum
merkwiirdigerweise nicht mehr. Es ist nicht ausgeschlossen, dass durch
die Veraschung eine Verinderung der Metallkonstellation eingetreten
ist, so dass eben die Wirkung nicht mehr dieselbe sein kann wie im
urspriinglichen Extrakte.

b) Der Einfluss von tierischen Extrakten.

Es wurden Extrakte von Orchitine und von Pancréine hergestellt.
Diese beiden ergaben eine Wachstumssteigerung bei Mucor Raman-
nianus sowie bei Rhodotorule rubra, tiir die Symbiose war jedoch keine
positive Wirkung wahrzunehmen. Auch ein Veraschungsversuch in
dieser Richtung blieb erfolglos.

VIII. Synergismus und Antagonismus der Spurenelemente.
1. Synergismus. '

Unter Synergismus versteht man eine Forderung, welche durch
mehrere Faktoren erreicht wird, 1ndem die positive erkung jedes ein-
zelnen addiert wird. ‘

Es wird nun versucht, ob eine Metallmischung der positiv erkena
den Elemente einem Synerglsmus gleichkommt oder nicht.

Die Metallmischung I besteht aus folgenden Elementen :

teanpitast . .. 10 .9 HaQl . o o o @il o
N -Molvhdat. . 1000 7 O8Cl ..« = 5wy oo ililan o
5 o T i g1 Bl e s ekl
ANL .o . 1000 . oy

Die Nahrlosung besteht aus : Glukose 4 %, KH,PO, 1,5 °/o0, MgSO0,
0,5 %00, KNO; 1. Pro 20 ccm Nihrlosung wird ein cem der betref-
fenden Metallmischung beigefiigt. Die Metallmischung wird kalt steri-
lisiert zugegeben. Die erhaltenen Resultate sind Durchschnittswerte von
10 Kulturen. Die Kulturdauer betrigt 98 Tage.

; : Tabelle 13.
Einfluss verschiedener Metalle und ihrer Gesamtmischung auf das Wachstum
der Symbiose.

Metall U | Sn Li Cs Mo Hg | Al | MeI | K

Bl e 14L15 16 .| 27 | .40 L B2 | B2 4 WG 0

Me I = Metallmischung I :
Wie wir in diesem Versuch gesehen haben, geben die einzelnen
Metalle, die hier untersucht wurden, keine allzu hohen Resultate. Ver-
36
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wendet man aber dieselben in einer Mischung von bestimmter Konzen-
tration, so macht sich eine Steigerung des Symbiosetrockengewichtes
bemerkbar. Diese Metallmischung scheint demnach synergetisch zu
wirken.

In einem andern Versuche, der 40 Tage dauerte, wurde das Wachs-
tumsverhdltnis zwischen der Symbiose und den beiden Symbionten

7G
g-f&&-
751
1204 Abbildung 6.
Einfluss einzelner Metalle und
301 ihrer Mischung auf das Wachs-
o0+t tum der Symbiose,
30t :
11

U 5Sn Li s Mo Hg Al Mel

untersucht. Die Symbiose ergab ein Trockengewicht von 110 mg. Rho-
dotorula rubra und Mucor Ramannianus ohne Aneurinkomponenten
kamen trotz dieser Metalle zu keinem Wachstum. Es ist bekannt, dass
ja Rhodotorula rubra Nitrate nicht zu assimilieren vermag, trotz Pyri-
midin- oder Aneurinzusatz. Dieses Nichtassimilierenkonnen von Nitraten
haben die Systematiker dazu bentitzt, Mikroorganismen, je nach Assimi-
lation oder Nichtassimilation von Nitraten in Nitratpositive und Nitrat-
negative einzuteilen. Die Metallmischung bewirkt, dass Rhodotorula
rubra tatsdchlich Nitrate zu assimilieren vermag, und zwar wird eine
Entwicklung von 45 % NW erhalten, was als starkes Wachstum zu
taxieren ist. Von diesen Elementen wirkten allein nur das Al und
das Hg. Die Entwicklung blieb jedoch unter 40 %, was wiederum zeigt,
dass mit der Metallmischung MeI eine zusiitzliche Wirkung eintrat.
Mucor Ramannianus ohne Me I ergab ein Myzelgewicht von 179 mg, mit
MeI kam dieses auf 275 mg, was einen Mehrertrag von 53,5 % aus-
macht.

Eine positive synergetische Wirkung darf hier als vorhanden be-
stdtigt werden.

2. Antagonismus.

Osterhout (1) kam mit seinen Meerwasseruntersuchungen zu
folgendem Schluss : Jedes Salz, welches im Meerwasser enthalten ist,
zeigt eine Giftwirkung, wenn es allein in Losung ist. Eine Mischung
dieser Salze in der eigenen Proportion, und die Giftwirkung wird auf-
gehoben. Die so gemachte Mischung ist eine ausbalancierte physiolo-
gische Losung und ist von grosster Wichtigkeit fiir Pflanzen und Tiere.
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Es frigt sich nun, ob in dem Kapitel « Synergismus » die Wirkung
der Metallmischung I als Antagonismus oder als Synergismus zu be-
trachten ist ? Nach Osterhout geben seine untersuchten Metalle
kein besseres Wachstum, weil sie einzeln eine Giftwirkung ausiiben, in
der Mischung die Giftwirkung jedoch aufgehoben wire und so eben das
Wachstum zustande kommen kann. In meinem Falle vertrete ich die
Ansicht, dass es sich bei der Metallmischung I um eine synergetische Er- .
scheinung handelt, indem Katalyse, exogene und endogene Reaktions-
steuerungen nebst synergetischen Effekten das Wachstum beeinflussen.
Es ist kaum anzunehmen, dass die in der Mischung vorhandenen
Metalle, jedes auf jedes, eine entgiftende Wirkung ausiibt. Wére es tat-
sichlich nur auf Antagonismus zuriickzufiihren, so miissten auch ein-
zelne Metalle allein eine negative Wirkung auf die beiden Partner, die
allein kultiviert sind, ausiiben, und dem ist eben nicht so.

Osterhout (1) beniitzte Meerwasser in seinen Versuchen aus-
schliesslich, weil es als ausbalancierte Losung galt. Auf vorhandene
Spurenelemente und ihre eventuelle Wirkung wurde in seinen Arbeiten
in keiner Weise Bezug genommen.

Bekanntlich stellt Meerwasser eine Quelle dar, die sozusagen alle
Elemente enthilt, die fiir den Lebensunterhalt notwendig sind. Mit
Sicherheit konnten folgende Elemente darin nachgewiesen werden :

Na, K, Mg, Sr, Li, F, Cl, Br, J, 8, Fe, Co, Ni, 8i, B, As, Ce, Ba, Al,
Sn, Zn, Mn, Cu, Pb, Ag, Au, Bi, Cs, Mo, Ti, Ge, Rb, V (Freundle r)
(Wattenberg).

Schopfer und Utiger konnten zeigen, dass Phycomyces-bl.-
Kulturen durch einen Zusatz von Meerwasser, das aus dem Adriatischen
Meer (Golf von Triest, 1941) bezogen wurde, gegeniiber Kontrollkul-
turen ohne solches einen Myzelmehrertrag von 157 % ergaben, was
beweist, dass die im Meerwasser enthaltenen Elemente das Wachstum
glinstig beeinflussen konnen.

Vermag nun solches Meerwasser auch einen giinstigen Einfluss zu
haben auf das Wachstum der Symbiose, welche in ungiinstigem Milieu
kultiviert wird? Folgender Versuch wird uns dariiber Aufschluss geben.

Tabelle 14.
Einfluss von Meerwasser auf das Wachstum der Symbiose.
Meerwasser cem/20 cem 1 -3 5 U]
Brmbioge. .. x5 s 5o 0 63 35 0 | mg
Mucor Ramannianus -+
Thiazel . . . . . .| 161 159 — 118 | mg

Die Entwicklungsdauer der Symbiose betrug 95 Tage und diejenige
des Mucor Ramannianus 33 Tage. Als Stickstoffquelle diente Kalium-
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nitrat, und das Meerwasser wurde jeweilen kalt sterilisiert zur N#hr-
l16sung gegeben. Das Meerwasser iibt tatsichlich auf das Symbiose-
wachstum einen positiven Einfluss aus. Die Maximalentwicklung wird
bei einem Zusatz von 3 ccm/20 cem Nihrlosung erreicht, nachher erfolgt
wieder ein Abfall der Wachstumskurve. Auf die Entwicklung von Rhiodo-
torula rubra iibte es keine Wirkung aus, da der Kontrollversuch und die
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gepriiften Konzentrationen dieselbe Entwicklung gaben. Mucor Raman-
nianus hingegen erreicht gegeniiber seiner Kontrolle e¢in héheres Myzel-
gewicht, was auf die zusitzlichen Elemente, die das Meerwasser enthilt,
zurlickzufiihren ist. Da wir es mit einer ausbalancierten Losung zu tun
haben, so hitte man erwarten diirfen, dass auch das Wachstum der
Symbiose hohere Resultate ergeben wiirde. In diesen Versuchen handelt
es sich darum, eine Losung zu finden (wie sie auch gefunden wurde),
die der Physiologie und dem Stoffwechsel der Symbiose gerecht wird.

In einem weiteren Versuche wird eine Metallmischung IT zubereitet,
deren Elemente einzeln, im Beisein eines Wachstumsfaktors, eine For-
derung des Wachstums des einen oder des andern Symbionten ergaben.
Die Mischung Me II enthiilt pro cem folgende Elemente :

AuCl; 01 y FeCls 0,01 »
AgNO; 100,00 » NaCl 0,01y
CaCl, 0,01 Th 10,00 y
HsBO, 0,01 y Tl 0,01y
Sr 0,01y

Geben wir nun der Losung MeI die Losung Me II bei, so erfolgt
keinerlei Wachstum der Symbiose mehr. Hier herrscht ein Antagonismus
zwischen den beiden Losungen, indem die Wirkung der einen die
Wirkung der andern aufhebt.

Bekanntlich gehort das Kalium zu den unentbehrlichen Elementen
im Pflanzenreich. In den Kaliumverbindungen ist aber auch fast. ohne
Ausnahme das Natrium immer vertreten, so dass man manchmal tat-
séchlich nicht sagen kann, ob eine Hauptwirkung dem Kalium oder der
Natriumverunreinigung zuzuschreiben ist. In den Metallversuchen wurde
nun auch gepriift, in was fiir Konzentrationen das Kalium noch wirk-
sam ist. Die Nahrlosung ist die gewohnliche. An Stelle des KNO, tritt
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das NaNOQO,, und KH,PO, wurde in variabler Konzentration belgefugt
Die Versuchsdauer betrigt 38 Tage.

Tabelle 15.
Variabilitit der KH:PQs,-Konzentration und ihr Einfluss auf das Wachstum der
Symbiose und das der beiden Symbionten.

Konzentration y 0 0,01 GE P 10 100 1000
Symbioge . o oo LB 15 17 15 13 20 0 g
Mucor Ramannianus -+ ;

Timamel e saaewia ) 15 20 | 24 29 20 30 | 50 | mg

Die Symbiose kommt in der Kontrollkultur, wo kein KH,POQ, vor-
handen ist, zu einem schwachen Wachstum. Dieser Wachstumseffekt
erhiilt sich noch bis zu einer Konzentration von 100 y, um bei 1000 y
sofort wieder auf Null zu sinken. Dieses Verhalten zeigt, dass zwischen
Kalium und Natrium oder aber zwischen Kalium und Phosphat antago-
nistische Beziehungen herrschen miissen. Je stirker die Kaliumphosphat-
konzentration, um so weniger gelingt es der Symbiose, mit Nitrat sich
zu entwickeln. Bei Mucor Ramannianus ist dies anders, ohne Kalium
kommt er nur zu einer spirlichen Entwicklung, die mit fortschreitender
Konzentration aber zunimmt, wobei eine maximale Entwicklung seiner-
seits bei einer Konzentration des Kaliums von weit iiber 1000 y zu sein
scheint. Das Natriumnitrat ist aber auch nicht frei von Kalium, was
gchon mit der Flammenfirbung zu sehen ist, folglich gelangt die Kon-
trollkultur noch zu einer Entwicklung. Um diese antagonistischen
Effekte zwischen Kalium, Phosphat und Natrium genauer kennenzu-
lernen, werden weitere Versuche unternommen, die einmal das Kalium
und ein andermal das Phosphat eliminieren.

Es wurde in folgender Nihrlosung, unter Weglassung des Kaliums,
experimentiert: Ammoniumnitrat tritt an Stelle des Kaliumnitrates, und
Natriummetaphosphat wurde in variabler Konzentration beigefiigt.

Tabelle 16.

Der Einfluss von Natriummetaphosphat auf das Wachstum der Symbiose und das
der beiden Symbionten,

Konzentration ¥ 0 0,01 0,1 1 10 100 1000
Bymldene .. 0% 0 0 0 .1 @ 70 0 mg
Mucor Ramannianus | :

4+ Thiazol .« 0 0 0 0 10 40 90 mg
Rhodotorula rubra + . :
Pyrimidin . . . < 8 10 10 10 21 46 47 | % NW

Die Ausschaltung des Kaliums und die Einfiihrung des Natrium-
phosphates fithrt noch zu hoheren Resultaten. Bei 1000 y erreicht die
Symbiose 70 mg und ist also bedeutend héher als nur mit Kalium. Da
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das Natrium, wie schon gesagt, nicht kaliumfrei ist, so muss dieser
positive Effekt dem Phosphat zugeschrieben werden. Mucor Ramannia-
nus kommt ebenfalls zu hoherem Myzelgewicht und, was -eigentlich
noch erstaunlicher ist, ist das, dass es Rhodotorula rubra gelingt, mit
100 y Natriumphosphat Nitrat zu assimilieren, hingegen mit Kalium-
phosphat tritt dieser Fall nicht ein. Es muss sich hier also um einen
Antagonismus zwischen Kalium, Natrium und Phosphat handeln. Es
scheint also, dass das Kalium in viel kleinerer Konzentration da sein
muss als das Natrium, dass die Kaliumverunreinigung des Natriumsalzes
die besseren Resultate liefert als die Natriumverunreinigung des Kali-
salzes.

In einem weiteren Versuche wurde das Phosphat weggelassen und
das Kalium in Form von Nitrat in variabler Menge zugegeben. Als
Stickstoffquelle wird Ammoniumnitrat verwendet.

Weder die Symbiose noch Mucor Ramannianus, noch Rhodotorula
rubra kamen zu irgendwelchem Wachstum.

IX. Spezielle Metallversuche.

1. Der Versuch mit Natriummetaphosphat unter Ausschaltung des Kaliums

hat, ohne dass eine Metallmischung hinzugefiigt worden wire,
ziemlich gute Resultate geliefert. Es wird folgende Nihrlosung an-
gewendet : Glukese 4 %, (NH,),S0, 1°w, Na-Metaphosphat 1,5 °/oo,
MgSO, 0,5 °/e. Infolge der Anwesenheit von Ammoniumsulfat wird ge-
puffert nach Mc¢ Ilvaine. Die Nihrlosung und die Pufferlésung
werden je doppelt konzentriert gemacht und dann von beiden Liésungen
je 10 cem genommen. Anfangs-pH — 4,6. Die Kulturdauer betrigt
87 Tage (Symbiose), die des Mucor Ramannianus 37 Tage und diejenige
von Rhodotorula rubra ebenfalls 37 Tage.

Tabelle 17,
Einfluss der Metallmischung MeI in variabler Konzentration auf das Wachstum
der Symbiose in gepuffertem Milieu.

Konzentration MeI 0 0,01 01 02 0,5 1 9
cem/20 cem
Symbiose . . . . . 0 65 49 62 59 83 54 | mg
Mucor  Ramannianus
+ Thiazol . . .-. 65 62 62 62 b9 61 66 mg
Rhodotorula rubra +
Pyrimidin . . . . b4 b4 b6 61 62 62 62 %% NW

Wir sehen, dass in dieser Untersuchnug die Metallmischung keinen
merklich grossen Einfluss ausiibt, weder auf die Symbiose noch auf die
beiden Symbionten. Allerdings ist hier die Natriumphosphatkonzentra-
tion merklich grosser und erlaubt der Symbiose in dieser Konzentration
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kein Wachstum mehr. Mit der Metallkonstellation kann ein Effekt er-
zielt werden, der aber noch kleiner ist, als wenn keine Metalle vor-
handen wiren, wenn das Natriumphosphat nur in einer Konzentration
von 100 y zugegen ist. Wahrscheinlich iiben die Metallverunreinigungen
der Pufferlosung auch einen IEffekt aus, der vielleicht entgegengesetzt
der Me I wirkt und eine teilweise Neutralisation erzielt.

2. Einfluss der Metallmischung Me | in nicht gepuffertem Milieu auf das
Wachstum der Symbiose, die KNO; als N-Quelle zur Verfiigung hat.

Tabelle 18.

Metallmischung Me I, nicht gepuffert, in variabler Konzentration und der Ein-
fluss derselben auf das Symbiosewachstum, in Gegenwart von Nitrat.

Metallmischung Mc I 0 0.01 0.1 0.2 0.5 1 9
cem/20 cem z A x g
Bymbigge .. . * 0 4 50 17,5 72 162 29 mg
Mucor  Ramannianus
+ Thiazol . . . .| 148 161 157 164 136 129 99 mg
Rhodotorula rubra -
Pyrimddin: o 20 6 9 15 21 32 50 60 % NW

Die Versuchsdauer fiir die Symbiose betrug 87 Tage, fiir Mucor
Ramannianus und fiir Rhodotorule rubra hingegen nur 38 Tage.

Die Maximalentwicklung der Symbiose wird bei einer Konzentra-
tion von 1 cem erreicht, Rhodotorule rubra kommt bei 2 cem wund
Mucor Ramannianus bei 0,2 cem zur Maximalentwicklung. Wir sehen,
dass die verschiedenen Versuchsserien in verschiedenen Konzentratio-
nen Hochstresultate ergeben, was darauf zuriickzufithren ist, dass
innerhalb der Metallmischung, je nach der Gesamtkonzentration, in der
sie angewendet wird, die mannigfaltigsten Kombinationen von antago-
nistischen und synergetischen Effekten auftreten konnen.

3. Einfluss der Metallmischung Me | in gepuffertem Milieu, in Gegenwart
von Ammoniumsulfat als N-Quelle, auf das Symbiosewachstum.

Tabelle 19,
Metallmischung MeI in Gegenwart von Ammoniumsulfat, gepuffert, und ibr Ein-
fluss auf das Symbiosewachstum.

Metallmischung Me I

s 5 g 0 0,01 0,1 0,2 0,5 1 7,
Symbiose . . . . .| 194 | 204 | 2105 | 206 | 200 | 193 | 200 | mg
Mucor  Ramannianus ? -

-+ Thiazol . 5. 168 168 129 159 110 141 126 | mg

Rhodotorula rubra -+ ;
Pyrimidin i o 80 81 84 78 78 76 74 O NW
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Der angewendete Puffer ist nach Vorschrift von Mec Ilvaine.
Anfangs-pH — 4,6.

In diesen Versuchen treten zwischen den Kontrollkulturen und

denen mit der Metallmischung sozusagen keine Unterschiede auf, im
Gegensatz zum Versuch 1, wo die Kontrolle der Symbiose 0 war und
die Metalle immerhin einen gewissen Einfluss auf das Wachstum der-
selben ausiibten. Im Versuch 1 wurde Natriummetaphosphat angewandt
und in diesem hier sek. saures Kaliumphosphat. Die Puftferung war die
gleiche, und die Resultate sind Mittelwerte von je 5 Kulturen. Es scheint,
dass im Versuch 3 die Metalle, die als Spurenelemente vorhanden sein
werden, mit der Nihrlosung dlese Equilibriertheit besitzen, die notlg ist,
um ein Wachstum der Symbiose zu erméoglichen.
- Mit all diesen verschiedenen Metallversuchen ist eines klar ge-
worden, dass man hier nach der Kombinatorik vorgehen muss, um die
besten Resultate zu bekommen. Es mag wie ein Zufall erscheinen, dass
in einem gewdhnlichen Nihrmedium mit der Metallosung Me I gerade
eine maximale Entwicklung sich gezeigt hatte.

X. Reinigung der Nihrlésung von Spurenelementen mit
« Carbo medicinalis Merck »,

Nachdem Steinberg (2) durch Spektralanalyse der Pfeffer-
schen Néhrlosung  gezeigt hatte, wie komplex dieselbe mit Spuren-
elementen verunreinigt ist, geht er dazu iiber, die Nihrlosung zualler-
erst von Spurenelementen zu befreien, so gut dies eben moglich ist.
Steinberg (3) hat hierfiir eine Methode vorgeschlagen, die darin
besteht, dass Spurenelemente mit Kalziumkarbonat oder mit basischem
Magnesiumkarbonat niedergeschlagen werden.

G. Lohmann zeigte in der Arbeit mit Aspergillus niger, dass
seine Nahrlosung ebenfalls Metallspuren enthalten konnte und ver-
suchte, dieselben mit einer Kohlebehandlung (Carbo medicinalis Merck)
daraus zu entfernen. Die Nihrlosung muss aber schwach alkalisch
sein, ansonst bei saurem pH Ionen in die Nihrlosung, von der Kohle
kommend, hineindiffundieren konnten. Seine Resultate seien hier
wiedergegeben :

Kohlebehandlung/Tage 1 2 2,5 4 b

mgTrockengewicht . -] 196 8L | 19 10 226

Am 5ten Tag ist das pH bereits ins saure Gebiet verlegt worden,
und es gingen schon adsorbierte Metallspuren wieder in Losung. Es
kénnen aber auch bei pH alkalisch Ionen in Losung gehen, die in der
Kohle enthalten sind.
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Je nach der Anwendung von Kulturglisern mit verschiedenen
Glassorten konnen die Resultate ebenfalls beeinflusst werden. Stein -
berg (1) zeigte in seinem Versuch, dass vom Jenaer Glas aus Zn-Ionen
in die Nihrlosung abgegeben werden (Ondratschek [1]).

Es ist eben sehr schwierig, eine vollstiindig reine N#hrlosung her-
zustellen, denn die Faktoren, die zu einer Verunreinigung mit Spuren-
clementen fiihren, konnen nicht vollstindig ausgeschaltet werden.

In meinem Reinigungsversuche wurde einmal nur das aq. dest.,
dann das aq. dest. mit der Zuckerlosung, mit Kohle behandelt. Es
scheint, dass nimlich die meisten Verunreinigungen vom Zucker her
kommen. > _

Die zu behandelnde Losung wurde mit 5 % Carbo medicinalis
« Merck » vermischt, das Ganze wihrend einer halben Stunde auf 50° C
velassen und nachher abfiltriert. Es ist zu beachten, dass das pH
zwischen 4,0 und 6,5 variiert.

1. Versuch : Aqua dest. nicht mit Kohle behandelt ;

N-Quelle . [ Kontrolle Symbiose + MeI |
KNOs; ‘ 2 165,5 mg
(NH.)250s l 191 184 mg

gepuffert, McIlvaine, pH=42

2. Versuch : Aqua dest. mit K(')hlebeha,ndelt -

N-Quelle Kontrolle Symbiose 4+ Me L
KNOs 16 54 mg
(NHa)280a 120 159 mg

|
gepuffert, McIivaine, pH =42

3. Versuch : Aqua dest. + Zuckerlosung mit Kohle behdndelt :

N-Qgelle Kontrolle Symbiose + Me I
KNOs 7,5 mg
(NH,)2804 6 mg

gepuffert, McIlvaine, pH=42

Der Versuch 1 dient als Kontrolle. Wir sehen, dass fiir das Nitrat-
milieu die Metallmischung I zugegeben werden muss, damit ein Wachs-
tum stattfinden kann. Mit Ammoniumsulfat scheint es, dass die Metall-
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verunreinigungen des Puffers geniigen, um ein Wachstum der Symbiose
zu ermoglichen.

Im Versuch 2 wurde das aq. dest., in welchem séimtliche Salze
gelost werden, mit Kohle behandelt. Die Kontrolle ist schwach positiv
mit Nitrat, und die Symbiose ergibt ein bedeutend kleineres Wachstum
~als in Versuch I. Auch mit Ammoniumsulfat sind die erhaltenen Myzel-
gewichte bedeutend kleiner als im Versuch I. Auf alle Fille scheint das
Wachstum der Symbionten in mit Kohle behandeltem aq. dest. gehemmt.
Es stellt sich nun die Frage, sind Ionen aus der Kohle in die Nihr-
losung hineindiffundiert, oder aber hat die Kohlebehandlung die Metall-
verunreinigungen adsorbiert, so dass die Wirkung herabgesetzt wird ?

Im Versuch 3 sind die Wachstumshemmungen noch krasser. Hier
findet selbst kein Wachstum mehr statt, da, wo die Pufferlosung vor-
handen ist und wo selbst im Versuch 2 noch ziemlich starke Myzel-
gewichte erhalten wurden. Es scheint tatséchlich, dass der Zucker be-
deutende Metallverunreinigungen enthilt, wie dies schon Steinber oy
gedussert hatte. Es ist unwahrscheinlich, dass Metallionen aus der
Kohle in die Néhrlosung hineindiffundieren, ansonst wire das Wachs-
tum der Symbiose immerhin noch positiv, wie es der Versuch 2 gezeigt
hat. Es scheint, dass eine so kurze Behandlung des aq. dest. mit Kohle
geniigt, um die notige Adsorption von vorhandenen Metallionen zu
garantieren. G. Lohmann erreichte dieses Nullstadium erst nach
einer Behandlung von vier Tagen. Im Versuch 3 betrug die Glukose-
konzentration nach der Kohlebehandlung schitzungsweise 4 9.

Kulturgldser geben Metallionen in das Nidhrmilieu ab, das aq. dest.
enthélt ebenfalls Metallspuren, die angewendeten chemischen Substan-
zen, wie Salze und Zucker, enthalten wiederum Spurenelemente als
Verunreinigungen. Werden Pufferiosungen angewendet, so enthalten
auch diese wiederum Metalle in Form von Spurenelementen. Diese simt-
lichen Faktoren tragen dazu bei, dass eine Kultur von Mikroorganismen
zustande kommen kann. Sie miissen sozusagen vorhanden sein, ansonst
man gezwungen wéire, solche Spurenelemente der Nihrlosung beizu-
fiigen.

XI. Der Einfluss von Metallen auf die Assimilation von Stickstoff.

Wir haben gesehen, dass die Symbiose bis jetzt nur in solchen
Stickstoffverbindungen zur Entwicklung gelangt, die Kohlenstoff und
Stickstoff in derselben Verbindung enthielten. Ausgenommen natiirlich
diejenigen Fille, wo wir eine kiinstliche Metallmischung mit positivem
Erfolg anwandten.

Von einigen solchen Verbindungen wurden Veraschungen gemacht
und davon ein salzsaurer Auszug hergestellt und dieser der Symbiose
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in einem ungiinstigen Stickstoffmilieu zugefiigt. Die jeweils angewand-
ten Aschelosungen entsprechen einer Stickstoffkonzentration von 1% 0.

Es wurde die gewohnliche Nihrlosung verwendet mit (NH,).SO,
1°00 als Stickstotfquelle.

Die Metallmischung I, die, auf Nitrat, das Wachstum der Symbiose
ermoglichte, ergab mit Ammoniwmsulfat ein negatives Resultat.

Wenden wir verschiedene Pufferlosungen an, so gelingt es, die
Symbiose mit Ammoniumsulfat zur Entwicklung zu bringen. Es diirite
sich hier nicht nur wegen der hierzu notwendigen Einstellung der
Wasserstoffionenkonzentration handeln, sondern die Metallverunreini-
gungen, die in den betreffenden Pufferlosungen sein werden, migen das
Notwendige zum Gelingen ebenfalls beitragen.

Die Kulturdauer der Versuche betrigt 51 Tage.

Resultate: Kontrolle 0

Mit Glutaminsédureasche Symbiose TGmg 75
» Asparaginasche » 95
» Glykokollasche » 105

Wir entnehmen aus diesen Resultaten, dass die Symbiose mit Am-
moniumsulfat und dem Zusatz der betreffenden Aschen tatsdchlich zu
einem guten Wachstum gelangt. Die erhaltenen Werte sind die Mittel
aus je 5 Kulturen. Der Anfangs-pH der Néhrlosung betrug 4,6 und der
End-pH 3,3. Fiigen wir keine Asche hinzu, so erfolgt auch keinerlei
Wachstum, und der pH wird nach 3,0 verschoben. Demnach miissen die
Metalle noch eine spezielle Funktion ausiiben, was die Aufnahme des
Stickstoffs anbelangt, auch, indem die Wasserstoffionenkonzentration
durch Metalle beeinflusst werden kann,wie das die erhaltenen Resultate
demonstrieren. Werden dieselben Aschen in Nitratnihrlosung gebracht,
s0 wird ebenfalls kein Wachstum der Symbiose erzeugt. Es scheint, dass
fiir die Nitrat- sowie fiir die Ammoniumstickstoffassimilation verschie-
dene Metalle verantwortlich gemacht werden miissen. Es kann sein, dass
die Wirkung, die die verschiedenen Metalle mit verschiedenen Stick-
stoffquellen erzielen, nicht nur eine rein exogene Angelegenheit ist,
sondern dass die Plasmagrenzschichten durch sie noch speziell beein-
flusst werden.

Sakamura (1) fand 1930, dass die Resorption von Ammonium-
und Nitratstickstoff durch Substanzen, die aus dem Myzel diffundieren,
beeinflusst werden kann. Die pH-Aenderung in den Kulturen von
Aspergillus oryzae sind nach Sakamura (2) von der Art der Impfung
abhiingig, und zwar erhoht sich die Aziditit stirker, wenn die Konidien
mit einer Platingse aus der Kultur entnommen werden, als wenn mit
einer Konidiensuspension geimpft wird, die durch Einfiillen destillierten
Wassers in ein Kulturréhrchen gewonnen wurde. Sak amur a folgert,
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~dass bei dem zweiten Verfahren eine Substanz, die auf die Resorption
von NH; und NO, einwirkt, aus dem Agarboden oder der Myzeldecke
in-das aq. dest. diffundiert. Diese Substanz wiirde die Ammoniophilie
herabsetzen und eine Forderung der Nitratresorption bedingen. Sak a -
mura (2) fand weiter, dass durch Zusatz von Schwermetallen zur
Néhrlosung die « Ammoniophilie oder Nitratophilie » beeinflusst wer-
den. Auf Grund der beobachteten pH-Aenderungen in der Néhrlosung
kei Zusatz von Fe trat baldige Erniedrigung der Aziditit der Kultur-
16sung ein, ein Zusatz von Cu bewirkte einen Anstieg der H-Tonen-
konzentration. Auf Grund dieser gemachten Beobachtungen zog
Sakumara Rickschlisse auf die ungleich starke oder schwache
Aufnahme von Nitrat.

In seinen neuesten Untersuchungen mit Aspergillus oryzae fand
Sakamura, dass gewisse Metalle den pH so beeinflussen, dass
dieser zuerst nach einer Richtung verschoben wird, um dann aber an
einem speziellen Punkte wieder in entgegengesetzter Richtung zu gehen.
Sakamura (3) spricht von einer pH-Umkehr. , :

Fe soll fiir dspergillus oryzae in grosser Menge die Absorption von
Nitrat bewirken. Zn in einer Konzentration unter 10~%mol soll eine
pH-Umkehr hervorrufen, aber iiber 10—% mol verschiebt dieses Metall den
pH-Wert einseitig. _

Mit Glukose als C-Quelle sank der pH-Wert immer niedriger bis
auf 2,0, wihrend die pH-Umkehr im Moment geschah, wo Fruktose
oder Saccharose zur Verwendung gelangten. Fe ruft ebenfalls eine
Umkehr des pH hervor, wihrend Cu dies verhindert.

Kulturen mit Glukose bedingten hauptsichlich Nitrataufnahme,
und mit Ammoniumkulturen konnte dieser Effekt mit Glukose nicht
erzielt werden. Durch Vermehrung der Schwermetalle in der ndtigen
Menge wurde das Pilzwachstum gefordert und die pH-Erniedrigung bei
der Ammoniakkultur und die pH-Erhohung bei der Nitratkultur be-
schleunigt. :

Die demonstrierten Versuche Sak amuras und seine erhaltenen
Resultate sind in gewissen Parallelen mit meinen Resultaten, obwohl
mir die Arbeiten Sakamuras erst am Schlusse meiner Arbeit bekannt
wurden. Die von Sakamura gemachten Erfahrungen mit Asper-
gillus oryzae betreffs Nitrat- oder Ammoniumassimilation konnen durch
meine Versuche eine Bekriftigung erfahren, um so mehr, nicht mit den
gleichen Pilzen gearbeitet wurde. :

Es wurde hierauf ein weiterer Versuch angesetzt mit 15 andern
Aminosiuren, die verascht und nachher der Symbiose zugegeben wurden.
Diese Aminosiuren konnten aber nur in bedeutend kleineren Konzen-
trationen angewandt werden (0,15—0,5 %) und gaben alle negative
Resultate. Es ist nicht ausgeschlossen, dass eben diese kleineren Kon-



= B8 -~

zentrationen die Metallverunreinigungen nicht in den Konzentrationen
enthalten, in denen sie fiir die Symbiose notwendig sind.

Fiigen wir Asparaginasche und Harnstoffasche einer gepufferten
Néhrlosung zu (Mc Ilvaine, 4, 2), so erreicht man noch hohere
Myzelgewichte.

Kontrolle TG mg 93,7

Harnstoffasche » 175

Asparaginasche 1 Symbiose 175
|
|

Es wurde schon angetont, dass der Puffer selbst mit Metallen ver-
unreinigt sein koénnte und dass daber ein Wachstum mit Ammonsulfat
moglich ist, dass es eben nicht nur die Pufferwirkung ist, die das
‘Wachstum der Symbiose mit Ammonsulfat ermoglicht, sondern dass
dies zum grossten Teil durch die Metalle geschieht. Die Veraschungen
einiger C-N-Verbindungen zeigten eindeutig, dass, sobald die Asche-
16sung der Symbiose beigefiigt wird, ein Wachstum mit Ammonsulfat
moglich wird, trotzdem das Milieu ziemlich angesiduert wird.

Fiir kommendes Experiment soll uns ein Weinsdure-Natriumtartrat-
Puffer dienen. Es werden 3 Serien angesetzt : Die Asche von Wein-
sdure allein, diejenige von Natriumtartrat allein und beide zusammen.
Die Aschenlosungen wurden in der Konzentration der Pufferstirke zu-
gefiigt. :

1. Weinsiureasche Symbiose TG mg 0
2. Natriumtartratasche - > 133
3. Weinsdureasche + ‘

Natriumtartratasche » 173

Diese Versuche sind in ungepuffertem Milieu mit Ammoniumsulfat
ausgefiihrt worden. Die Kulturdauer betrug 53 Tage, und die Resultate
sind Mittelgewichte aus je 6 Kulturen.

Unsere Vermutung hat sich bestitigt. Veraschen wir einen Puffer,
geben seine Aschelosung der Symbiose mit Ammonsulfat bei, so erfolgt
mit Weinséureasche kein Wachstum, ebenso ist die Kontrolle negativ.
Mit Natriumtartratasche wird eine sehr starke Entwicklung der Sym-
biose erhalten, und geben wir beide Ascheldsungen zusammen, so wird
ein noch hoheres Myzelgewicht erhalten. ;

Dieser Veraschungsversuch dirfte eindeutiqg beweisen, dass es nicht
die Pufferung allein unserer Ndhriosung ist, die ein Wachstum der
Symbiose ermdéglicht oder nicht, sondern dass es die Spurenelemente
sind, die in den Puffersubstanzen als Verunreinigungen vorkommen, die
den positiven Effekt des Symbiosewachstums auslésen. Die Puffer-
wirkung ist hier sekunddrer Natur, und die primdre Wirkung ist die-
jenige der Metallverunreinigungen. '
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XII. Wachstumsgeschwindigkeit der Symbiose in den verschiedenen
Nihrmilieus.

Die Symbiose, die in Asparagin oder in einer andern C-N-Quelle
kultiviert wird, erreicht am schnellsten eine maximale Entwicklung.
Nehmen wir an Stelle des Asparagins ein Nitrat, so erfolgt kein Wachs-

76
my Symbiase
200
160 Asparagin I
-
: R
T op-f

10 20 30 40 s0 60 %2 80 %0 10

Tage
Abbildung 8.
Wachstumsintensitit der Symbiose in verschiedenen Nihrmilieus.

tum. Fiigen wir aber dem Nitrat die Metallmischung I hinzu, so ist
die Entwicklung der Symbiose gesichert. Wihrend mit Asparagm schon
in den ersten 5 Tagen das Symbiosewachstum zu erkennen ist, braucht
es mit Nitrat und der Metallmischung annihernd 30 Tage. Von diesem
Moment an entwickelt sie sich rasch und erreicht nach ungefsihr
100 Tagen, was man mit Asparagin schon in 85 Tagen bekommt. Steht
als N-Quelle eine Ammoniumverbindung zur Verfiigung, so erfolgt eben-
falls keine Entwicklung der Symbiose. Fiigen wir die Asche von Aspa-
ragin hinzu, so entwickelt sie sich, aber noch viel langsamer als mit
Nitrat und Me I.

Vergleichen wir die Wachstumskurven, so stellen wir fest, dass
ohne Zugabe von Asparagin oder einer andern C-N-Quelle fast dreimal
soviel Zeit verstreicht, bis dieselbe Entwicklungsstufe erreicht werden
kann. Geben wir der Symbiose C und N in getrennten Verbindungen, so
braucht das Wachstum fast dreimal soviel Zeit, als wie wenn die beiden
gemeinsam in organischer Verbindung gegeben werden. Dieses ver-
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zogerte Wachstum in anorganischen Stickstoffverbindungen zeigt, dass
infolge einer Mehrsynthese die maximale Entwicklung auch erst spiter
erreicht wird. Die Tatsache, dass ohne Zufiigung von Metallen zu an-
organischen N-Verbindungen Synthesen nicht stattfinden kdnnen, mutet
wie ein Syntheseverlust an. Hochstwahrscheinlich sind diese Metall-
verunreinigungen als Katalysatoren notwendig fiir die Auswertung der
dargebotenen organischen Substanzen, wie auch fiir die Synthese der
Wuchsstoffe.

XIII.

A. Besprechung der Resultate.

Schopfer () stellte fest, dass die Hefe Rhodotorula rubra ein
Mikroorganismus ist, der zu seiner Entwicklung nur die eine Spaltungs-
hélfte des Aneurinmolekiils, nimlich das Pyrimidin, bendotigt.

Schopfer (4) konnte ferner mit Hilfe des Phycomycestestes
nachweisen, dass derselbe Mikroorganismus die andere Aneurinhélfte,
das Thiazol synthetisiert, und mit dem Phytophthoratest, dass das
ganze B* mol synthetisiert war.

Miiller und Schopfer, die mit Mucor Ramannianus experi-
mentierten, kamen zu der Feststellung, dass diese Mucorinee sich ge-
rade umgekehrt verhilt wie die Hefe. Mucor Ramannianus braucht zu
seiner Entwicklung ebenfalls nur eine Aneurinhilfte, niimlich das Thiazol,
und er ist imstande, das Pyrimidin zu synthetisieren.

Miiller (1,2) versuchte nun bheide Organismen zusammen zu kul-
tivieren, ohne dass er irgendwelche Aneurinkomponente hinzugab. Das
Experiment gelang. Mit Asparagin als N-Quelle entwickeln sich beide
Pilze, indem jeder eine Aneurinhélfte synthetisiert, und die andere be-
kommt er von seinem Partner. Sie bilden so eine kiinstliche Symbiose.

Diese kiinstliche Symbiose ist ein indirekter Beweis, dass Rhodo-
torula rubra das Thiazol und Mucor Ramannianus das Pyrimidin syn-
thetisiert, ansonst diese Symbiose nicht zustande kommen wiirde.

Ich hatte nun die Aufgabe, diese Symbiose eingehender zu stu-
dieren.

Bei der Untersuchung der verschiedenen N-Quellen stellte ich fest,
dass wenn der Symbiose eine anorganische Stickstoffquelle zur Ver-
figung steht, sich iberhaupt keinerlei Wachstum einstellt (Seite 548).
Ist jedoch eine organische N-Quelle vorhanden, so erfolgt sofort wieder
ein Wachstum der beiden Partner in Symbiose.

Mucor Ramannianus wie auch Rhodotorula- rubra sind imstande,
mit der zugehorigen Aneurinkomponente anorganisch gebundenen Stick-
stoff zu assimilieren [(NH,),S0,].
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Es musste nun untersucht werden, warum eine anorganische
N-Quelle kein Wachstum der Symbiose ermdglicht und nur eine orga-
nische N-Quelle.

In einer organischen N-Verbindung haben wir den Stickstoff und
den Kohlenstoff beieinander, nicht so in einer anorganischen N-Verbin-
dung. Vielleicht gelingt es den beiden Organismen nicht, Stickstoff aus
anorganischer Verbindung mit Kohlenstoff zu binden, und somit wire
auch eine Wuchsstoffsynthese ausgeschlossen.

Eine Arbeitshypothese war folgende : Wenn die beiden Pilze zu
ihrer Wuchsstoffsynthese unbedingt eine C-N-Quelle haben miissten, so
wiirde eine C-N-Verbindung, in Wuchsstoffkonzentration einem un-
glinstigen Nihrmilieu [mit (NH,),S0,] beigefiigt, das Wachstum ermog-
lichen. Es zeigte sich aber, dass der Versuch negativ ausfiel, indem
schon eine grosse Konzentration einer C-N-Verbindung (1000—10 000 y)
vorhanden sein musste, um eine Entwicklung zu garantieren (Seite 552).

Geben wir wiederum eine C-N-Quelle in Form von Ammonium-
tartrat, Ammoniumcitrat (Seite 548) wusw., so ist die Symbiose wachs-
tumsfdhig. Fiigen wir aber das Ammoniumsalz inklusive einer organi-
schen Sdure, aber beide getremnt, der Symbiose zu, so erfolgt in
Ammonsulfat wiederum kein Wachstum (Seite 554).

Es wurde nun vermutet, dass Metalle, als Vemmrezmgungen kata-
lytisch wirkend, hier einen Einfluss haben kdnnten.

Hierauf stellte ich systematische Untersuchungen mit einer grossen
Anzahl von Metallen an (Seite 554). Dieselben wurden in verschiedenen
Konzentrationen, kalt sterilisiert, einem ungiinstigen Milieu (NH,- oder
NO;-Salz) beigefiigt.

Mit Ammoniumsulfat als N-Quelle wurden lauter negative Resultate
erhalten. Auch Metallmischungen hatten hier keinen Erfolg. '

Der pH einer anorganischen NH,-Verbindung, der anfangs 4,6 war,
ergab nach wenigen Tagen schon mit der Symbioseimpfung eine An-
sduerung und blieb bei pH 3,0 stehen. Nach gemachten pH-Untersuchun-
gen ist hier kein Wachstum mehr zu erwarten, und man wéire genelgt
zu glauben, dass dies nur eine pH-Frage wiire.

Veraschen wir aber eine C-N-Quelle (Asparagin, Glutaminsdure,
Glykokoll) und fiigen die AscheniGsungen einem Ndihrmiliew mit Am-
moniumsulfat als N-Quelle zu, so kénnen wir mit Erstaunen feststellen,
dass das Wachstum der Symbiose nun plotzlich gelingt. Die Aschen-
konzentration entspricht einer 1°wigen C-N-Verbindung (Seite 571). Es
handelt sich hier also tatsichlich um eine Metallwirkung, und zwar von
Elementen, die nur in Spuren in den betreffenden organischen Ver-
bindungen als Verunreinigungen vorkommen. :

Wird eine N#hrlosung mit Ammoniumsulfat als N-Quelle mit einem
Weinsidure-Natriumtartrat-Puffer gepuffert, so ist die pH-Schwankung
klein und ein gutes Wachstum beider Partner festzustellen (Seite 571).
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Es konnte aber auch sein, dass das positive Ergebnis nicht nur
durch die Pufferung zustande kommt, sondern Metalle, die in diesem
Puffergemisch sich wvorfinden und vorhanden sein werden, kinnten
cben die Hauptrolle spielen, wie im Versuch mit Aschen von C-N-Quel-
ien gezeigt worden war. |

Die Weinsdure wird nun verascht und dem nichtgepufferten Milieu
sugegeben. Die Symbiose wichst nicht. Das Natriumtartrat wird eben-
falls verascht und beigegeben. Die Symbiose wichst gut. Fiigen wir nun
Weinsdureasche und Natriumtartratasche dem unge-puffert‘é‘n Milieu zu,
so ist das Wachstum der Symbiose noch viel grdsser (Seite 573). Diese
Tatsachen zeigen, dass mit Ammoniwmsulfat als N-Quelle die Pufferung
nicht die Hauptsache ist, sondern dass die im Puffer vorhandenen
Spureneiemente von noch grésserer Bedeutung sind.

Sakamura [1/2/3] hat wie wir #hnliche Resultate erhalten,
aber mit einem andern Pilz. Er stellt fest, dass die Aufnahme von NO,-
oder NH,-Stickstoff von Metallen abhange.

In unserem Falle wurde gezeigt, dass mit Ammoniumsulfat als
N-Quelle das Milieu angesiduert wird. Sind Spurenelemente vorhanden,
in Form von Aschenlosungen einiger C-N-Verbindungen, so wird der pH
auch angesiuert, aber der Ammonstickstoff kann assimiliert werden.

Dies zeigt, dass Metalle imstande sind, die NH,-Stickstoffaufnahme
bei einem pH zu ermoglichen, ohne welche Metalle dies nicht maoglich
ist. Es ist nicht gesagt, dass es ein exogener Effekt sei, es kann ebenso-
out endogen bedingt sein, oder aber beides zusammen.

Mit Ammoniumsulfat als N-Quelle mit den notwendigen Aneurin-
komponenten kommen beide Pilze zur Entwicklung. In Symbiose da-
gegen ist dies nicht der. Fall. Es muss festgehalien werden, dass in
Symbiose eine Totalsynthese von Pyrimidin und Thiazol erfolgt, was
nicht der Fall ist, wenn wir dem Mucor Ramannianus Thiazol und der
Rhodotorula rubra Pyrimidin geben.

Diese Totalsynthese in Symbiose wverlangt gegeniiber der Teil-
synthese (entweder nur P oder nur T) sehr wahrscheinlich ein ganz
anderes fermentatives Wirken. Man kann sagen, dass in Symbiose mit
Ammoniumsulfat den beiden Partnern irgendein Syntheseverlust zu-
gestossen sein muss, der in den Einzelkulturen gar mnicht bemerkt
werden konnte. In Symbiose bekommen die beiden Partner weder P
noch T von aussen, sie miissen diese Substanzen aus den vorhandenen
anorganischen wnd organischen Verbindungen total synthetisieren.
Dieser Syntheseverlust kann, wie gezeigt worden war, in Ammonium-
sulfat durch Metalle, die unter anderem in Aschen von Asparagin sich
vorfinden, wettgemacht werden. Es kann aber nicht gesagt werden, um
was fiir Metalle es sich hier handell.
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- Nitratstickstoff wverhilt sich #hnlich wie der des Ammoniums.
Mucor Ramannianus mit Thiazol kann Nitratstickstoff assimilieren.

MR Re
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X
H
(NHQ,, 504

Abbildung 9.

/ MR + Rnr \ Die beiden Partner, einzeln und in
Symbiose in den verschiedenen Mi-
lieus geziichtet.

P 0 Erklirung :
MR = Mucor Ramanmanus
(NH,), S04 _ . Rr — Rhodotorula rubra

P —=Pyrimidin, T = Thiazol
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MR + Rp \ synthetisiert Wi.rd ;
ausgezogener Pfeil — nicht synthe-
tisierte Substanz, die als Wachs-
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Weiss =P
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Rhodotorula rubra mit Pyrimidin vermag keinen Nitratstickstoff zu
assimilieren. In Symbiose ist das Wachstum wiederum total negativ.

Die Untersuchungen mit den wverschiedensten Metallen haben hier
zu positiven Resultaten gefiihrt.

Hg, Al und As ermdglichen es der Hefe bei Anwesenheit von Pyri-
midin, Nitrate zu assimilieren, ohne diese gibt es keine Entwicklung.
Werden diese Elemente einzeln zugesetzt, so gelangt die Symbiose,
ausser mit Al und Hg, nur zu sehr mniedrigem Myzelgewichte, was
wiederum zeigi, dass wzr hier ein Analogon haben zur Ammomumstzck—
stoffassimilation.
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Wir konnen die Metalle in 3 Gruppen einteilen :

1. Metalle, die nur das Wachstum der Symbiose férdern und die fiir
die beiden Partner allein. unwirksam sind (U, Mo, Sn, Be, Cs)
(Seite 558).

2. Metalle, die fiir die Symbiose als auch fiir den einen oder andern
Partner einen Wachstumseffekt hervorrufen (Hg, As, Li, Al).

3. Metalle, die auf den einen oder den andern Partner wirken, wenn
diesen die notwendige Aneurinkomponente zugegeben wird (Au,
Ag, Ra, Ca, Fe, Ti).

Eine kiinstliche Metallmischung (Seite 561) mit den Elementen U,
Sn, Li, Cs, Mo, Hg, Al ergab eine additive Wirkung, und die Symbiose
erreichte Hdchstmyzelgewichie.

Es wurden keine Metalle gefunden und auch keine Metallmischun-
gen, die bei den einzelnen Partnern das Pyrimidin oder das Thiazol er-
setzt hdtten.

Diese fiir die NO,-Assimilation giinstigen Metalle und Metall-
mischung war [ir die NH,-Assimilation ganz negativ. Ebenso waren die
fir die NH,-Assimilation giinstigen Aschen fiir die NO,-Assimilation
negativ. ‘

Hier haben wir eine Demonstration, wo gezeigt wird, dass fiir die
NH,- wie auch fiir die NO,-Assimilation nicht dieselben Metalle in Frage
kommen.

Allerdings mussten einige Mectalle in hoher Konzentration an-
gewandt werden (Al, As), und es wird hier so sein, dass wiederum Ver-
unreinigungen von Metallen das giinstige Resultal ergeben, so dass es
nicht allein Al oder As war.

- Auch bei der Nitratassimilation diirften die Metalle die Rolle als
Katalysatoren spielen, sehr wahrscheinlich sogar, und der ganze Ab-
laufmechanismus wird komplexer Natur sein.

Es wurde noch ein Tastversuch mit den verschiedensten Wuchs-
stoffen in den verschiedensten Kombinationen gemacht, jedoch war
das vorliiufige Resultat fiir NH,, wie auch fiir NO, im Néhrmilieu, ne-
gativ ausgefallen. Es wiire nicht ausgeschlossen, dass gewisse Wuchs-
stoffe durch Metallkomplexe ersetzt werden konnten und umgekehrt.
Es handelte sich um folgende Substanzen, die angewendet worden
waren : Pantothensiure, Lactoflavin, g-Alanin, Inositol, Adermin, Pi-
melinsidure und Nikotinsiureamid. Es diirften allerdings noch weitere
Untersuchungen gemacht werden, und die angetonte Frage des Ersatzes
von Metallen und Wuchsstoffen bleibt noch offen.

Abschliessend moéchte ich sagen, dass die Metalle, insbesondere die
Spurenelemente, in der Wuchsstoffsynthese eine massgebende Rolle
spielen. Wir haben gesehen, dass anorganisch gebundener Stickstoff
nur denn assimiliert werden kann, wenn gewisse Metalle wvorhanden
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sind. Ohne solche kam kein Symbiosewachstum zustande. Metalle oder
Metallkomplexe ermdéglichen der Symbiose, anorganisch qgebundenen
Stickstoff aufzunehmen, und sehr wahrscheinlich katalysieren sie dabei
die Wuchsstoffsynthese. '

B. Zusammenfassung.

Es wird bestitigt, dass Rhodotorula rubra, ein Pyrimidinpilz, und
dass Mucor Ramannienus, ein Thiazolpilz, zusammen in Symbiose kul-
tiviert werden konnen, ohne Wuchsstoffzugabe.

- Ferner konnte kein Milieu gefunden werden, wo die beiden auxo-
heterotrophen Organismen auxo-autotroph werden.

Die Auxo-Heterotrophie bleibt auch in Symbiose bestehen, indem
jeder Pilz eine Aneurinhilfte synthetisiert, und die andere bekommt er
von seinem Partner.

Damit das Wachstum dieser kiinstlichen Symbiose zustande kom-
men kann, braucht es eine organische C-N-Verbindung.

Werden Stickstoffverbindungen anorganischer Herkunft verwendet,
so gelingt die Symbiose nicht mehr, es sei denn, es werden Metalle oder
Metallmischungen angewendet, die, als Katalysatoren funktionierend,
die Assimilation von anorganischem Stickstoff ermdglichen.

NH,-Stickstoff braucht andere Metalle als NO;-Stickstoff, um von
der Symbiose aufgenommen werden zu kénnen. Dabei sind die Metalle
in Form von Spurenelementen vorhanden.

Wird ein Nihrmilieu mit NH, als Stickstoffquelle gepuffert, so er-
folgt ein Wachstum der Symbiose. Dieses Zustandekommen des Sym-
biosewachstums in gepuffertem Milieu ist nicht durch die Pufferung
selbst, sondern durch Verunreinigung des Puffers an Spurenelementen
kedingt. Wird der Puffer verascht und die Asche dem ungiinstigen
Milieu zugegeben, so erfolgt ein Wachstum der Symbiose.

Organische C-N-Verbindungen wirken nicht nur dadurch fiir die
Symbiose giinstig, dass sie Kohlenstoff und Stickstoff in derselben Ver-
bindung enthalten, sondern dieselben sind ebenfalls mit Spurenelemen-
ten verunreinigt, welche nun die Symbiose férdern. Werden ndmlich
solche C-N-Verbindungen (Asparagin, Harnstoff, Glutaminsiure) ver-
ascht und die Asche einem ungiinstigen Milieu zugefiigt, so gelingt das
Symbiosewachstum ebenfalls. Diese Aschenldsungen wirken nur im
NH,-Milieu positiv, wihrend sie fiir NO, negativ sind.

In Symbicse erfolgt das Wachstum der beiden Pilze in langsamem
Rhythmus, gegeniiber ihrer getrennten Kultur in Anwesenheit eines
Wachstumsfaktors. Dies zeigt, dass in Symbiose unter diesen Bedingun-
gen Stoffwechsel und Biosynthese anders verlaufen gegeniiber den ge-
trennten Einzelkulturen.
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Somit wird gezeigt, dass die Ziichtung und die Entwicklung der
kiinstlichen Symbiose Mucor Ramannianus-Rhodotorula rubra andere Be-
dingungen verlangt, als diejenigen der Einzelpartner, und die am An-
fang der Arbeit gestellte Frage kann somit bejahend beantwortet
werden und wird Anlass geben zu weiteren Untersuchungen.

Die vorhewende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Unwersxtat Bern,
‘in der Zeit vom Oktober 1938 hbis zum September 1941 ausgefiihrt.

‘Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. W.H. Schopfer,
unter dessen Anregung und Leitung die vorliegende Arbeit ausgefiihrt wurde, mochte
ich meinen herzlichsten Dank aussprechen fiir seine wertvolle Unterstiitzung und
das grosse Interesse, das er meiner Arbeit stets entgegengebracht hatte.
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